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"On comprend qu’aux époques de transition les traités dogmatiques soient 
difficiles, parce qu’un ouvrage est déjà vieux avant d’être achevé, et qu’une 
doctrine court risque d’être renversée avant d’avoir été entièrement formulée. 
Dans un certain nombre d’années, lorsque cette sorte de fermentation 
scientifique aura subi son évolution, et que le temps aura mûri les résultats de 
l’expérimentation, on pourra seulement réunir les conquêtes modernes de la 






Claude Bernard, Paris, 18551 
                                            
1Compreende-se que durante as épocas de transição, os tratados dogmáticos sejam difíceis, 
porque uma obra já está velha antes mesmo de estar acabada, e uma doutrina corre o risco de ser 
desqualificada, antes mesmo de estar inteiramente formulada. Dentro de certo número de anos, quando 
esta espécie de fermentação científica tenha atingido o cume de sua evolução, e quando o tempo houver 
amadurecido os resultados da experimentação, poder-se-á reunir as conquistas modernas da ciência, 















A alergia ao leite de vaca é uma condição, até o momento, sem uma solução 
satisfatória. Dentre as proteínas do leite, a beta-lactoglobulina é uma das mais 
alergênicas pelo fato de não ser produzida pelo ser humano e sua pouca 
digestibilidade, mas pouco se sabe sobre a alergenicidade das proteínas 
bioprocessadas pela indústria de laticínios como a beta-lactoglobulina polimerizada. 
O objetivo deste trabalho é estudar imunorreatividade da beta-lactoglobulina 
polimerizada e compará-la com a beta-lactoglobulina nativa. Utilizou-se a polimerização 
induzida pela transglutaminase em presença de cisteína e a polimerização induzida 
pelo aquecimento. 
Cinco grupos de pacientes (dois grupos intolerantes e três grupos tolerantes) 
provenientes de duas clínicas de características distintas foram estudados segundo a 
apresentação dos sintomas e submetidos a testes cutâneo-alérgicos e a ensaios 
analíticos para pesquisa de IgE específica contra a beta-lactoglobulina, assim como 
avaliação da imunorreatividade mediada por células por testes de enfrentamento ex 
vivo, monitorados por  testes de inibição da aderência leucocitária .  
Foram realizados testes cutâneos pareados com beta-lactoglobulina nativa e 
polimerizada em 56 adultos com hipersensibilidade problemática ao leite de vaca 
previamente diagnosticados como intolerantes à lactose. Realizou-se pesquisa de IgE 
específica contra a beta-lactoglobulina por ImmunoCAP e imunoblote. Um grupo de 20 
indivíduos tolerantes ao leite de vaca e com ausência de IgE contra beta-lactoglobulina 
detectável por ImmunoCAP e testes cutâneo-alérgicos negativos foram selecionados 
como controle da técnica do imunoblote. 
Os resultados mostraram que a detecção analítica por imunoblote de anticorpos 
da classe IgE é significativamente mais sensível quando se utiliza a beta-lactoglobulina 
polimerizada no imunoensaio do que quando se utiliza o monômero de beta-
lactoglobulina. Os resultados mostraram que a dosagem de IgE por imunoCAP abaixo 
dos limites de detecção, ou o teste cutâneo-alérgico não reagente, não descartam a 




Foram realizados testes cutâneos pareados com beta-lactoglobulina nativa e 
polimerizada em 22 crianças sintomáticas, com diagnóstico de alergia à beta-
lactoglobulina mediada por IgE, confirmado por ImmunoCAP. Um grupo controle 
pareado de 22 crianças assintomáticas com IgE específica para beta-lactoglobulina não 
detectável por ImmunoCAP foi estabelecido para comparação da técnica dos testes 
cutâneo-alérgicos. 
Os resultados mostraram nos dois grupos que as reações cutâneas para os 
testes realizados com a beta-lactoglobulina polimerizada foram significantemente 
menores que as reações dos testes realizados com a beta-lactoglobulina nativa.  
A imunorreatividade mediada por células contra a beta-lactoglobulina nativa e 
contra a beta-lactoglobulina polimerizada pela transglutaminase foi estudada em 49 
indivíduos atópicos através de testes pareados de enfrentamento antigênico ex vivo 
monitorado pelo teste de inibição da aderência leucocitária. 
Os resultados mostraram que a imunorreatividade mediada por células contra a 
beta-lactoglobulina nativa não é significantemente diferente da observada contra a beta-
lactoglobulina polimerizada pela transglutaminase quando o enfrentamento ex vivo é 
monitorado pelo teste de inibição da aderência leucocitária.  
A polimerização é um método promissor para a indução de imunotolerância às 
proteínas alimentares, uma vez que diminui a imunorreatividade in vivo e não destrói os 






STUDY AB0UT THE IMMUNOREACTIVITY AGAINST NATIVE AND 
POLYMERIZED BOVINE BETA-LACTOGLOBULIN IN CHILDREN AND 
ADULTS WITH ALLERGY AND/OR INTOLERANCE TO COW’S MILK 
 
Cow’s milk allergy is a debilitating condition of difficult diagnosis and, until the 
moment, without a definitive solution that can be presented to the patient by the medical 
attendant. Amongst the dozens of proteins of the cow’s milk, the beta-lactoglobulin (Bos 
d 5) is one of most allergenic for the fact that it is not produced by the human being and 
because of its hard digestibility. The allergenicity of beta-lactoglobulin in human beings 
is a subject well studied but little is known about the allergenicity of bioprocessed 
proteins as the polymerized beta-lactoglobulin. 
The objective of the present work is to study the immunoreactivity of the 
polymerized beta-lactoglobulin and to compare it with the immunoreactivity of the native 
beta-lactoglobulin in patients with and without clinical diagnosis of 
hypersensitivity/intolerance to cow’s milk. It was used thermically induced polymerization 
and polymerization induced by transglutaminase in presence of cystein. 
 Five groups of patients (two intolerant groups and three tolerant groups) 
proceeding from two clinics of distinct characteristics had been studied according to 
presentation of the symptoms and submitted to allergic cutaneous tests and 
immunoassays for research of specific-IgE against beta-lactoglobulin, as well evaluation 
of cell-mediated immunoreactivity by challenge tests monitored by Leukocyte Adherence 
Inhibition Test. 
Side to side cutaneous tests with native and polymerized beta-lactoglobulin in 56 
adults with problematic hypersensitivity to cow’s milk previously diagnosed as intolerants 
to the lactose had been carried through, as well research of specific-IgE against beta-
lactoglobulin by ImmunoCAP and immunoblot. A control group of 20 subjects tolerant to 
cow’s milk people with absence of specific-IgE against beta-lactoglobulin (detectable by 
ImmunoCAP or by allergic skin tests) had been selected for control of the technique of 
  
xiv 
immunoblot. The results had shown that the analytical detection by immunoblot of 
specific-IgE is significantly more sensible when the polymerized beta-lactoglobulin is 
used in the immunoassay instead of the beta-lactoglobulin monomer.  
The results had shown that the research of specific-IgE by ImmunoCAP below of 
the detection limits, or the absence of cutaneous reactivity does not discard the 
possibility of IgE-mediated hypersensitivity as demonstrated by immunoblot. 
 Side to side cutaneous tests with native and polymerized beta-lactoglobulin had 
been carried through in 22 symptomatic children, with confirmed by ImmunoCAP 
diagnosis of IgE-mediated allergy to beta-lactoglobulin. A matched control group of 22 
asymptomatic children with not detectable specific-IgE for beta-lactoglobulin by 
ImmunoCAP was established for comparison of the technique of the skin tests.  
The results had shown that the cutaneous reactions carried through with the 
polymerized beta-lactoglobulin had been significantly lesser that the reactions of the 
cutaneous reactions carried through with the native beta-lactoglobulin. 
The cell-mediated immunoreactivity was studied on 49 atopic subjects by paired 
ex vivo allergen challenges monitored by the leukocyte adherence inhibition test. The 
results did not shown significant difference between the immunoreactivity against native 
versus polymerized beta-lactoglobulin. 
 The polymerization of proteic antigens is a promising study model to be further 
investigated as a potential tool for the therapeutic induction of immune tolerance to 
alimentary proteins, because it decreases the in vivo immunoreactivity and does not 
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
Baseada na nomenclatura do tecido linfóide associado a mucosas2 
 
APC = Célula Apresentadora de Antígeno (Antigen Presenting Cell) 
BALT = Tecido linfóide associado ao brônquio (Bronchus-Associated Lymphoid 
Tissue). 
BCR = Receptor de célula B (linfócito Bursa-dependente). 
Bos D 5 = "Bos domesticus 5" (nomenclatura oficial do quinto antígeno do leite 
bovino, referindo-se à beta-lactoglobulina). 
CD = Cluster of Differentiation (proteína de membrana celular de especificidade 
imunogênica marcadora de diferenciação funcional). 
CCR9 = Receptor de Quimiocina 9 (Chemokine Receptor 9). 
DC = Célula Dendrítica (Dendritic cell). 
EC = Célula Epitelial (Epithelial cell). 
ELISA = (Enzyme-linked immunosorbent assay) = Técnica bioquímica utilizada 
para detectar a presença de um determinante antigênico (que pode ser um anticorpo) 
em determinada amostra. Utiliza um anticorpo específico conjugado a uma enzima 
capaz de converter um substrato em sinal quantificável (como, por exemplo, um 
fluorocromo capaz de fluorescer quando exposto a determinado comprimento de onda 
de luz). A quantificação da fluorescência (ou da resultante da atividade enzimática) 
permite a inferência da quantidade do determinante antigênico na amostra. 
ELISPOT = (Enzyme-linked immunosorbent spot assay) = Técnica de ELISA 
modificada que permite a mensuração do produto secretório individual (citocinas ou 
anticorpos) de células isoladas ativadas. 
FAE = Epitélio associado ao folículo (Follicle-Associated Epithelium). 
FcεRI = Receptor de alta afinidade para a porção Fc da IgE. 
GALT = Tecido linfóide associado ao intestino (Gut-Associated Lymphoid 
Tissue). 
IC = Intevalo de confiança 
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IEL = Linfócitos Intra-Epiteliais (Intraepithelial Lymphocytes). 
IgA = Imunoglobulina de classe A. 
IgAs = SIgA (secretory IgA) Imunoglobulina de classe A secretora. 
IgE = Imunoglobulina de classe E. 
IgG = Imunoglobulina de classe G. 
IgM = Imunoglobulina de classe M. 
IgMs = sIgM (secretory IgM) Imunoglobulina de classe M secretora. 
IL = Interleucina (IL-2 = Interleucina 2, IL-10 = Interleucina 10, etc). 
ILF = Folículo linfóide solitário (Isolated Lymphoid Follicle). 
IFN = Interferon.   
iTreg = inducible Treg (Linfócitos T reguladores induzíveis na periferia) 
IPEX = (Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked) 
síndrome genética caracterizada pela ausência de linfócitos Treg devido a alteração do 
gene FOXP3. 
J - chain = Cadeia juncional (Joining chain). 
LP = Indivíduos Lactase-Persisentes. 
LNP = Indivíduos Lactase-Não-Persistentes. 
LIMR = Receptor de Membrana Interativo de Lipocalinas (Lipocalin-Interacting-
Membrane-Receptor). 
MAdCAM – 1 = Adressina vascular localizada no endotélio da lâmina própria da 
mucosa intestinal (Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1) ligante de α4β7. 
MALT = Tecido linfóide associado à mucosa (Mucosal-Associated Lymphoid 
Tissue). 
MAMPS = Microbial-Associated Molecular Patterns (Padrões Moleculares 
Associados a Micróbios).  




MLN = Linfonodo mesentérico (Mesenteric Lymph Node). 
NALT = Tecido linfóide da nasofaringe (Nasopharynx-Associated Lymphoid 
Tissue). 
NK = Natural Killer (células Natural Killer). 
nTreg = natural Treg (Linfócitos T reguladores diferenciados no Timo) 
LP = Lâmina própria (refere-se geralmente ao tecido conjuntivo da mucosa 
intestinal acima da muscular da mucosa (excluindo assim a submucosa) podendo ser 
aplicado a mucosas de outros órgãos. 
PAMPS = Patogens-Associated Molecular Patterns (Padrões Moleculares 
Associados a Patógenos).  
PP = Placa de Peyer. 
PP14 = Proteína da Gravidez 14 (Pregnant Protein 14). 
pIgA = IgA polimerizada (polymeric IgA). 
pIgR = Receptor de pIg (Polymeric Ig receptor or membrane SC). 
RAST = Radio-Allergo-Sorbent-Test (para dosagem de IgE antígeno-específica). 
SC = Componente Secretor associado à IgAs (secretory component). 
SDS-PAGE = Eletroforese em gel de gradiente de poliacrilamida em tampão de 
dodecil sulfato de sódio (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 
TCR = Receptor de célula T (linfócito Timo-dependente). 
TGF-β = Fator de Transformação do Crescimento – β. 
Th1 = Linfócito T helper 1. 
Th2 = Linfócito T helper 2. 
TNF = Fator de Necrose Tumoral (Tumor Necrosis Factor). 
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β-Lg = Beta-Lactoglobulina bovina. 
 
Polβ-Lg = Imunoglobulina polimerizada. 
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Claude Bernard1  Siglas2 
1.1 Histórico do problema 
O relacionamento das sociedades humanas primitivas com as diversas espécies 
de animais domesticáveis foi um dos principais fatores determinantes das mudanças 
evolutivas que conduziram grupamentos humanos semi-selvagens a se transformarem 
nas sociedades tecnológicas da atualidade. O primeiro relacionamento efetivo do 
homem moderno (Homo sapiens) com animal domesticável aconteceu no período 
paleolítico com o cachorro (Canis domesticus).3 A domesticação do cão foi uma das 
principais estratégias utilizadas pelo homem para suplantar diversas outras espécies 
animais fisicamente mais fortes, mais agressivas e com capacidade olfatória mais 
desenvolvida. As habilidades cognitivo-sociais, o faro, a audição e a fidelidade do cão 
exerceram uma função insubstituível neste período nômade da humanidade, onde a 
caça e a coleta eram essenciais para a sobrevivência.4 Durante o final do período 
Paleolítico, o homem primitivo começou a desenvolver relacionamentos exploratórios 
com animais que viviam em manadas, inicialmente através do acompanhamento à 
distância dos grupos, o qual evoluiu para um controle parcial dos deslocamentos 
migratórios, para finalmente estabelecer, no período Neolítico, comportamentos 
simbióticos, por meio da domesticação e restrição destes animais ao seu local de 
residência.5 Neste mister, o auxílio do cão na atividade de pastoreio também foi 
fundamental. A domesticação e a exploração sistemática do gado, assim como o 
domínio das técnicas agrícolas, foram fatores determinantes da transição do período 
Paleolítico (onde a humanidade era caracteristicamente nômade) para o Neolítico, 
onde o homem tornou-se essencialmente sedentário. Esta transição foi acompanhada 
pelo aparecimento do fenótipo lactase-persistente na espécie humana, que não foi 
encontrado no DNA de fósseis dos homens da primeira fase do período neolítico.6 
Aparentemente a persistência da lactase na idade adulta foi uma mutação que surgiu 
após a domesticação de animais leiteiros e que conferiram aos seus portadores uma 
vantagem adaptativa, e conseqüente proliferação pela Europa. Ao utilizar o termo 
“domesticação”, geralmente queremos significar o processo no qual, animais selvagens 
geram (sob supervisão do criador) proles mais apropriadas para o convívio com 
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humanos. Certas transformações físicas e comportamentais foram identificadas como 
critérios de domesticação (redução no tamanho e na robustez do esqueleto, diminuição 
da arquitetura crânio-facial e do tamanho dos dentes). Estas alterações também 
ocorreram paralelamente com as populações humanas, em função da construção de 
abrigos, alteração da alimentação e da mobilidade. Pode-se dizer que a domesticação 
do gado ocorre de forma paralela à fixação do ser humano ao seu local doméstico, ou 
seja, a “domesticação” do ser humano.7 Com a domesticação, a secreção láctea dos 
rebanhos pôde ser utilizada como fonte alimentar pelos primeiros “fazendeiros”, que na 
tentativa de preservar o alimento (na ausência de refrigeração artificial), desenvolveram 
técnicas artesanais de transformação do leite em subprodutos mais duráveis, como a 
coalhada e o queijo. A análise isotópica de fósseis bovinos aponta o início da utilização 
do leite animal na produção do queijo exatamente para o período Neolítico.8 Durante 
milênios, esta relação simbiótica entre a humanidade e os rebanhos de mamíferos 
estreitou-se a ponto de não conseguirmos conceber a existência da humanidade sem a 
presença destes animais como fontes de proteínas e outros nutrientes, não apenas na 
mesa dos adultos, mas como substituto do aleitamento materno dos bebês. Aventa-se, 
inclusive, a possibilidade de que opióides naturais derivados da degradação da caseína 
bovina (β-casomorfina) possam exercer possível efeito aditivo sobre o cérebro em 
formação de mamíferos em desenvolvimento, criando uma verdadeira “dependência” 
química para o ser humano.9 Assim, não causa estranheza, o fato do hábito de 
alimentar bebês através do fornecimento de leite de vaca, estar tão fortemente 
arraigado à cultura de nossa sociedade (apesar dos malefícios que a suspensão do 
aleitamento materno conhecidamente traz para o ser humano nos seus primeiros 
meses de vida). Esta mentalidade está começando a mudar, mas já houve tempo em 
que os médicos “especialistas” em pediatria, dedicavam uma boa parte de seu tempo 
“educando” as mães de seus clientes a preparar “adequadamente” para seus bebês, 
mamadeiras de leite de vaca, inadvertidos de muitos dos malefícios desta atitude.10 
Hoje sabemos que a humanidade paga um preço por este alimento, e uma série de 
doenças podem ter sua origem no consumo inadvertido da secreção mamária bovina. 
O leite de vaca, administrado in natura, e sem o processo de esterilização adequado 
pode ser responsável pela transmissão de uma série de zooantroponoses, como a 
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salmonelose, a brucelose, a listeriose, a toxoplasmose, a campilobacteriose, a 
tuberculose e a yersiniose (entre outras).11 Ferver o leite foi por muito tempo a única 
maneira de contornar este risco até que a indústria alimentícia começou a adotar a 
pasteurização como método prático para esterilizar volumes cada vez maiores de leite 
de vaca. Neste período, a pasteurização parecia ser a solução ideal para a questão  da 
alimentação do bebê, tornando o leite de vaca aparentemente  adequado. Trabalhos 
realizados em animais, no entanto, sugerem que a pasteurização, na medida em que 
aumenta a formação de agregados protéicos, aumenta a captação das proteínas 
bovinas pelas placas de Peyer, promovendo a sensibilização imunológica.12 De 
maneira adicional, descobriu-se que a pasteurização do leite diminui significativamente 
a concentração de citocinas associadas à indução da tolerância imunológica.13 
Posteriormente, como forma de transformar o prosaico leite de vaca em um produto de 
maior durabilidade comercial, o mesmo foi liofilizado e embalado em latas de metal, 
preservado com conservantes antimicrobianos e um investimento maciço de marketing 
foi empregado para associar ao produto uma falsa sensação de segurança, praticidade 
e até mesmo de superioridade em relação ao aleitamento natural. Alguns produtos 
lácteos foram até alardeados como “terapêuticos” para o controle da alergia.14 
Paralelamente, percebia-se também que a composição do leite de vaca diferia 
grosseiramente do leite materno. O leite de vaca natural possui quantidade excessiva 
de proteínas e sais minerais, sendo hiperosmolar15 e deficiente em uma série de 
fatores de crescimento fisiológicos para o bebê humano.16 O “marketing” da indústria 
alimentícia desenvolveu então o conceito do leite “maternizado” ou seja, modificado 
para assemelhar-se nutricionalmente ao leite materno (termo atualmente proscrito pelo 
International Code of Marketing of Breastmilk Substitutes da World Health 
Organization).17 Criou-se assim um produto com aparente perfil de segurança que não 
revelava ao consumidor problemas imunológicos capitais como: I) a carência no leite 
de vaca “maternizado” de fatores protetores, como as imunoglobulinas, as citocinas 
tolerogênicas18 e as enzimas bactericidas e bacteriostáticas (como a lisozima e a 
lactoferrina);19 II) a alergenicidade20 inerente à ingestão e absorção sistêmica de 
proteínas “xenogênicas” não digeridas e absorvidas intactas pelo sistema digestório 
imaturo do lactente21 e III) a presença no leite de vaca de uma proteína potencialmente 
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imunossupressora, inexistente no leite humano, e forte candidata a ser 
responsabilizada pelo desequilíbrio imunológico que pode comprometer o 
desenvolvimento natural da imunotolerância do lactente: a beta-lactoglobulina bovina 
(Bos d 5), da qual falaremos com detalhes adiante. O primeiro estudo sistematicamente 
conduzido sobre a alergia ao leite de vaca foi realizado por Besredka no Instituto 
Pasteur e publicado em 1909.22 Em seu tratado sobre a “anafilaxia láctica”, Besredka 
descreve toda a metodologia para sensibilizar cobaias através de injeções subcutâneas 
de leite de vaca fervido, de como provocar a anafilaxia através da injeção intra-cerebral 
de leite de vaca e como promover a dessensibilização (“vaccination 
antianaphylactique”) pela administração por via oral do leite de vaca a cobaias 
sensibilizadas (o que chamamos hoje de indução de tolerância oral).23 
 
1.2 Reações adversas a alimentos 
O uso de nomenclatura padronizada24 que não deixe margem para dúvidas ou 
interpretações ambíguas é essencial, não somente para que pesquisadores e clínicos 
possam extrair conclusões adequadas de seus experimentos,25 mas também para que 
as estratégias terapêuticas e profiláticas possam ser convenientemente propostas aos 
pacientes.26  
O termo “alergia alimentar” é muitas vezes utilizado pelo leigo, de maneira 
inapropriada, para representar qualquer tipo de condição supostamente desencadeada 
pela ingestão de algum alimento específico.27 O diagnóstico médico de “alergia”, no 
entanto, deve necessariamente implicar no conhecimento do mecanismo imune 
responsável pela hipersensibilidade.28 Quando o mecanismo desencadeante dos 
sintomas não está esclarecido, o melhor termo a ser utilizado é “reação adversa ao 
alimento”.29 Se os sintomas são isolados (não reprodutíveis), diz-se que é uma reação 
adversa ocasional. Quando a sintomatologia é reprodutível, causada por estímulos 
específicos e provocados por doses normalmente toleradas pela maioria das pessoas, 
classifica-se a reação adversa como “hipersensibilidade alimentar”,30 uma denominação 
genérica que não implica na fisiopatologia do mecanismo relacionado. Se a natureza da 
reação é uma hipersensibilidade confirmadamente causada por mecanismos imunes, 
emprega-se o termo “alergia alimentar”. Se os mecanismos responsáveis pela reação 
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de hipersensibilidade forem definidos como de natureza não imune, deve-se empregar 
o termo “intolerância alimentar” ou “hipersensibilidade alimentar não alérgica”. Nas 
alergias alimentares, por sua vez, procura-se fazer a distinção entre as reações 
mediada por IgE, as reações não mediada por IgE e as reações de natureza mista, 
onde estão envolvidos mecanismos mediados por IgE e mecanismos não mediados por 
IgE.31 Vide figura 1 na página 8. 
 
1.2.1 Reações adversas a alimentos de natureza não imune 
As reações adversas aos alimentos de natureza não imunológica decorrem de 
propriedades inerentes ao alimento ou a características fisiológicas do indivíduo.32 
Podem ser de natureza tóxica (por exemplo, por contaminação com microorganismos 
patogênicos e seus produtos),33 ou pela presença de componentes farmacologicamente 
ativos na alimentação (como no complexo sintomático do glutamato monossódico).34 
Algumas destas reações são difíceis de serem distinguidas de uma verdadeira reação 
alérgica, como no caso da intoxicação pela toxina escombróide35 (que na verdade é a 
própria histamina produzida pela degradação enzimática bacteriana do aminoácido 
histidina), suscetível de ocorrer com alimentos mal refrigerados como peixes 
escombróides (atum, sardinha, cavala, etc.) ou queijos suíços. Outras intolerâncias são 
devidas à deficiência enzimática específica do indivíduo afetado, como por exemplo, a 
enxaqueca induzida por ingestão de alimentos ricos em tiramina em indivíduos com 
defeito metabólico para o processamento deste aminoácido,36 ou a deficiência de 
lactase (da qual falaremos com mais detalhes adiante no capítulo específico sobre 














Figura 1 Classificação das reações adversas aos alimentos, segundo o National 
Institute of Allergy and Infectious Diseases dos Estados Unidos. Adaptado de Boyce, 
JA, et al. Guidelines for the Diagnosis and Management of Food Allergy in the United 




1.2.2 Reações adversas a alimentos de natureza imune 
A linha de raciocínio clínico que classifica as reações alérgicas a alimentos em 
“mediadas por IgE” e “não-mediadas por IgE” segue uma abordagem simplificada, 
moldada pelas limitações diagnósticas impostas pela prática clínica.37 Apesar de ser a 
classificação útil no manejo dos pacientes no ambulatório, está longe de refletir a 
fisiopatologia do problema.38 Diversas classificações já foram propostas para a alergia 
alimentar.  
 
1.3 Epidemiologia das alergias alimentares  
A incidência exata das alergias alimentares ainda é desconhecida. Meta-análise 
publicada em 2007 mostrou heterogeneidade acentuada das taxas de prevalência, 
como resultado das diferentes metodologias empregadas e das diferenças entre as 
populações estudadas. De um total de 934 artigos encontrados, apenas 51 foram 
considerados adequados para inclusão. A incidência de “alergia alimentar” auto-
relatada variava de 3% a 35%39.  O problema na avaliação real desta incidência é que 
boa parcela dos sintomas reconhecidos pela população como “alergia alimentar”, não 
preenchem necessariamente os critérios médicos para o diagnóstico de uma doença de 
natureza imunológica. Além disso, os testes diagnósticos disponíveis ainda são 
imprecisos e deixam margem não negligenciável para falsos positivos e falsos 
negativos. Mesmo os testes com dieta de exclusão e provocação nem sempre são 
confiáveis, uma vez que muitos pacientes alérgicos não apresentam necessariamente 
reações a todo contato com determinado antígeno alimentar. Algumas vezes o paciente 
tolera a ingestão de determinado alimento e em outras apresenta inequivocamente os 
sintomas.40 Vários fatores podem influenciar estas diferenças, como a falha na digestão 
protéica,41 o tipo de preparo culinário ou industrial ao qual o alimento é submetido,42 e 
até a realização de práticas esportivas após a refeição.43 Estimativas clássicas 
americanas situam a prevalência da alergia alimentar em torno de 3,7% da população 




1.4 Diagnóstico clínico das alergias alimentares 
O diagnóstico clínico de hipersensibilidade de natureza imune baseia-se nos 
sintomas descritos na anamnese, nos sinais encontrados durante o exame 
propedêutico, nos resultados dos testes cutâneo-alérgicos, nas provas de provocação 
realizadas in vivo e nos resultados dos exames laboratoriais realizados in vitro.45 O ato 
de diagnosticar uma doença imuno-alérgica exige sua diferenciação de uma série de 
outras entidades nosológicas com perfis semelhantes de sinais e sintomas, o que torna 
esta tarefa desafio complexo devido à inexistência de um padrão ouro para o 
diagnóstico clínico inequívoco.46 Alguns autores adotam a prova de provocação com o 
alérgeno alimentar sob a metodologia duplo-cego placebo-controlado como teste 
diagnóstico padrão, inclusive elegendo-o como "padrão-ouro".47, 48 No entanto, os testes 
de provocação não distinguem entre a hipersensibilidade de natureza imune das 
intolerâncias não imunes, estão sujeitos a alguns vieses (como a realização ou não de 
esforço físico como desencadeador da crise ou a ingestão concomitante de 
coadjuvantes),49,50 são de elaboração complexa e necessitam ser realizados em 
ambientes monitorados. Requerem assistência de pessoal especializado em ambiente 
hospitalar por período prolongado de observação pois não é isenta de riscos.51 Em 
função destas dificuldades, alguns autores propõem padrões de corte baseados na 
dosagem de IgE específica, nas quais haveria maior chance de positividade na prova 
de provocação, na tentativa de confirmar o diagnóstico sem a necessidade da 
provocação com os alimentos suspeitos.52, 53 
Os testes in vitro, por outro lado são absolutamente seguros, mas geralmente 
limitados ao componente sérico-humoral do paciente, o qual nem sempre representa o 
compartimento orgânico onde se processa a fisiopatologia da doença alérgica, que 
muitas vezes tem um caráter anatômico ou tecidual delimitado. Mesmo pacientes que 
apresentam hipersensibilidade mediada por mediadores típicos de mastócitos e 
eosinófilos, como a proteína catiônica eosinofílica e a histamina, (demonstrados por 
dosagem luminal após prova de provocação intestinal), podem ter níveis normais de 
anticorpos específicos no soro, sugerindo a produção exclusivamente local destes 
mediadores.54, 55 Testes cutâneos também podem estar sujeitos a apresentar reações 
locais pela presença no alimento de liberadores inespecíficos de histamina. No caso do 
  
11 
leite de vaca, especificamente, isto pode ocorrer pela presença da beta-casomorfina-7, 
um opióide capaz de liberar histamina diretamente dos mastócitos não sensibilizados 
imunologicamente.56 
A identificação do(s) alimento(s) agressor(es) muitas vezes é um desafio para o 
clínico, que possui poucas ferramentas diagnósticas ao seu alcance. A dosagem de IgE 
específica e os testes cutâneo-alérgicos imediatos têm limitado alcance para identificar 
as reações do tipo I de Gell e Coombs.57 Reações tardias do tipo IV teoricamente 
poderiam ser identificadas pelo teste de contato atópico que ainda está longe de ser 
padronizada para uso clínico de rotina. 
Na tentativa de superar esta dificuldade alguns autores propuseram o 
enfrentamento “ex vivo” com o antígeno suspeito no duplo intuito de identificar o 
alimento causador e o mecanismo imunológico envolvido. O enfrentamento “ex vivo” 
com a beta-Lactoglobulina bovina (Bos d 5), monitorado através do teste de inibição da 
migração do leucócito foi descrito com entusiasmo em uma renomada revista de 
pediatria como uma promessa para substituir os testes de provocação oral, mas a sua 
relativa complexidade e subjetividade analítica não o popularizou como um exame de 
rotina, tendo sido até o momento muito pouco explorado.58, 59  
Testes de proliferação de linfócitos60 e de enfrentamento de basófilos61 são 
utilizados na pesquisa científica, mas muito complexos e dispendiosos para serem 
utilizados na prática clínica.  
 Deste modo, cada informação conseguida compõe apenas uma peça entre 
várias outras necessárias para a compilação do diagnóstico clínico definitivo. Nenhuma 
informação isolada possui valor absoluto para a inclusão ou exclusão do diagnóstico de 
alergia alimentar, mas alterações acima de certos limiares estão fortemente 
correlacionadas com sintomas clínicos. Por essa razão mesmo em trabalhos científicos 
padronizados, se aceita por razoável a inclusão de pacientes no estudo quando estes 
apresentam uma “história clínica convincente” de alergia, em função mesmo da 






1.4.1 Classificações das alergias alimentares 
As alergias alimentares, de maneira geral, podem ser classificadas segundo a 
natureza da reação de hipersensibilidade, segundo a natureza do alérgeno, ou 
segundo o contexto imune em que se apresenta. 
 
1.4.1.2 Classificação segundo a natureza da hipersensibilidade 
As descobertas científicas na área da imunologia das reações de 
hipersensibilidade a proteínas alimentares acompanharam a própria caracterização 
destas proteínas. Em uma época em que a estrutura primária das proteínas era 
desconhecida, o estudo da anafilaxia com cobaias sensibilizadas e seus respectivos 
anticorpos (reaginas e precipitinas) eram elementos mais considerados para a 
compreensão da natureza bioquímica das proteínas em si, do que o estudo 
propriamente dito do fenômeno alérgico. A especificidade da interação antígeno-
anticorpo e as conseqüências biológicas destas interações geraram um ramo de 
estudo chamado de "química da anafilaxia", que no começo do século XX já geravam 
as primeiras revisões, uma das mais citadas é a publicada por Gideon Wells em 1911 
enfocando proteínas isoladas do ovo de galinha e do leite de vaca.63 
Deste a publicação clássica de Gell e Coombs, pouco se acrescentou em 
relação à classificação das reações de hipersensibilidade.57 As reações do tipo I de 
Gell e Coombs são as mediadas por IgE que degranulam diretamente as células 
efetoras (mastócitos e basófilos) com liberação de autacóides pré e pós-formados. As 
reações do tipo II são caracterizadas por interações antígeno-anticorpo que ativam 
complemento e estimulam a produção local de anafilatoxinas (C3a e C5a) que 
recrutam leucócitos polimorfonucleares. Estes liberam enzimas hidrolíticas que 
promovem as lesões subseqüentes (citotoxicidade). As reações do tipo III são 
desencadeadas por imunocomplexos circulantes, mas também dependem de células 
citotóxicas efetoras, assim como do sistema de complemento. As reações do tipo IV 
são mediadas por células e independem de anticorpos séricos específicos. Já se 
propôs incluir nesta classificação as reações de hipersensibilidade do tipo V que 
envolveriam as reações granulomatosas.64 Ao tratarmos de reações de natureza 
imunológica devemos distinguir quais dos quatro (ou cinco) tipos de reações de 
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hipersensibilidade podem estar envolvidas. Na prática clínica nem sempre isso é 
possível e na maioria das vezes simplesmente dividimos as reações de natureza 
imunológica em “mediadas por IgE” (ou do tipo I de Gell e Coombs) e as “não 
mediadas por IgE” (ou dos tipos II, III e IV de Gell e Coombs).65 Contudo, algumas 
síndromes são compreendidas como de natureza mista, onde mecanismos mediados 
por IgE e mecanismos não mediados por IgE participam conjuntamente da 
fisiopatologia do processo.66 
 
1.4.1.2 Classificação segundo a natureza do alérgeno 
De acordo com a apresentação clínica, a alergia alimentar pode ser dividida em 
dois grupos ou classes. Na assim chamada alergia alimentar de classe 1, o processo 
de sensibilização ocorre no trato gastrintestinal. A característica dos alérgenos que 
eliciam esta classe de alergia é o fato de serem resistentes à digestão gástrica.67 É um 
tipo de alergia rara em adultos, afetando crianças pequenas como uma das primeiras 
manifestações da síndrome atópica. Os alérgenos mais prevalentes nesta classe são o 
leite de vaca, o ovo de galinha e alguns legumes. Geralmente estas manifestações 
desaparecem durante o decorrer da infância, sendo substituídas por outras 
manifestações (marcha alérgica).68 A alergia alimentar de classe 2 é vista 
predominantemente em adultos e desenvolve-se em conseqüência de sensibilização 
inalatória. A base imunológica para este tipo de alergia é a reatividade cruzada (que 
pode ser clinicamente manifesta ou irrelevante). Os sintomas variam desde a síndrome 
da alergia oral (síndrome pólen-fruta) ao choque anafilático.69 A maioria das proteínas 
que desencadeam este tipo de alergia são altamente lábeis e de difícil extração e 
caracterização, o que torna os procedimentos diagnósticos mais complexos.70 Ao lado 
destas manifestações clínicas clássicas, já bem associadas às diferentes formas de 
hipersensibilidade, existe uma série de outras, citadas na literatura, nas quais uma 
possível associação a alguma forma de hipersensibilidade alimentar não está bem 
estabelecida, sendo motivo de disputas e controvérsias, uma vez que carecem de 
suficientes elementos para implicá-las de maneira definitiva na gênese destes 
quadros.71 A estas controvérsias aliam-se o fato de que o diagnóstico definitivo da 
alergia alimentar, nem sempre é fácil de ser realizado. Apesar de extremamente úteis, 
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os exames laboratoriais e os testes cutâneos nem sempre são capazes de identificar 
as diversas formas e mecanismos responsáveis pelas hipersensibilidades de 
determinados pacientes, e a perspicácia e experiência do médico atendente são 
essenciais para o estabelecimento de uma forte suspeita ou conclusão diagnóstica.72 
 
1.4.1.3 Classificação segundo o contexto imune 
A alergia alimentar pode estar associada a outros quadros de hipersensibilidade 
apresentados pelo paciente. De acordo com o contexto imune apresentado pelo 
indivíduo, propôs-se uma classificação considerando o fenótipo alérgico em três 
classes, que não sendo excludentes, podem ser superponíveis.73 
 
1.4.1.3.1 Atopia 
As doenças atópicas incluem a dermatite atópica, a rinite alérgica e a asma e 
desenvolvem-se inseridas em um contexto genético complexo. O conceito de atopia, 
descrito inicialmente por Coca em 192374 refere-se à predisposição pessoal ou familiar 
de produzir anticorpos da classe IgE específicos em resposta aos alérgenos.75 Apesar 
destes distúrbios atingirem diferentes órgãos, na maioria dos indivíduos afetados, 
caracterizam-se pelo aumento sérico do IgE total. A forma atópica da doença alérgica 
freqüentemente inicia-se com a marcha alérgica na infância quando a inflamação 
atinge um simples órgão como a pele o pulmão ou o nariz, ou uma combinação de 
todos. As manifestações cutâneas da alergia representam o começo da marcha 
atópica. Aproximadamente a metade dos indivíduos afetados com a dermatite atópica 
desenvolve asma e dois terços desenvolvem rinite alérgica. O início da marcha atópica 
é caracterizado pela sensibilização mediada por IgE aos alérgenos alimentares, que 
subseqüentemente evolui para as alergias inalatórias.73 
 
1.4.1.3.2 Monoalergia 
O segundo tipo de doença alérgica, segundo o contexto imune, é a monoalergia, 
o assim chamado “avanço” alérgico (allergic breakthrough), caracterizado pelo 
desenvolvimento de hipersensibilidade IgE específica na ausência de IgE total 
aumentado, em indivíduos não atópicos. A monoalergia pode desenvolver-se em 
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qualquer época da vida sem nenhum fator predisponente. Manifesta-se de maneira 
“anafilactóide” com venenos de insetos, alguns alimentos ou medicamentos, ou com 
envolvimento de algum órgão particular como na rinite, asma ou dermatite. Geralmente 
mostram uma resposta muito boa à imunoterapia alérgeno-específica.73 
 
1.4.1.3.3 Alergia não mediada por IgE 
Alguns indivíduos com dermatite atópica, asma e/ou rinite têm níveis normais da 
IgE total e específica e testes cutâneo-alérgicos não reativos. Este terceiro tipo de 
alergia já foi chamado de “forma não atópica”, “forma não alérgica”, “forma não 
associada ao IgE”, ou forma intrínsica de asma, dermatite e/ou rinite.73 
 
1.4.1.4 Classificação segundo a manifestação clínica 
Sendo a alergia uma doença sistêmica, pode manifestar-se teoricamente em 
qualquer sistema orgânico. Ao classifica as alergias a alimentos, é útil diferenciar as 
manifestações clínicas de ordem gastrointestinal das de ordem extra-gastrointestinal. 
Esta separação nos remete às características locais e/ou sistêmicas do processo 
fisiopatológico.66  
 
1.4.1.4.1 Manifestações digestórias da alergia alimentar 
De uma maneira geral é difícil classificar todos os tipos presumidos de reações 
de hipersensibilidade imune a alimentos sob um único conceito unificador. Dentro de 
um ponto de vista mecanístico, a maioria das reações são mais presumidas como de 
ordem imune do que provadas como tais. O melhor ponto de corte é o envolvimento de 
anticorpos da classe IgE e a ativação de mastócitos. O achado de eosinófilos na 
mucosa é sugestivo de um processo reacional, mas não se constitui em si um 
diagnóstico de hipersensibilidade imune. Independente do mecanismo envolvido, os 
sintomas da hipersensibilidade gastrointestinal são muito parecidos e diferem de 




1.4.1.4.1.1 Hipersensibilidade gastrointestinal imediata 
A hipersensibilidade gastrointestinal imediata é definida como uma reação 
gastrointestinal mediada por IgE freqüentemente acompanhada por manifestações em 
outros órgãos como a pele e o pulmão. O sintoma mais proeminente após a ingestão 
do alimento agressor é a hipotonia gástrica, piloroespasmo e subseqüente alteração do 
peristaltismo intestinal, levando a vômitos e diarréia. Após o contato com o antígeno a 
mucosa fica hiperemiada e edematosa. Biópsias realizadas antes e após o 
enfrentamento revelaram diminuição dos mastócitos coráveis e da histamina tecidual 
após o enfrentamento.76 
 
1.4.1.4.1.2 Síndrome da alergia oral 
A síndrome da alergia oral geralmente afeta indivíduos que têm alergia ao pólen. 
É uma forma de alergia mediada por IgE geralmente confinada à cavidade oral 
caracterizada por início rápido de prurido, parestesias e edema dos lábios, língua, 
palato e garganta. Apresenta reatividade cruzada com frutas e com as proteínas do 
látex.77 Geralmente é desencadeada por epítopos conformacionais sujeitos à 
desnaturação pelo cozimento e/ou pela digestão péptica. 
 
1.4.1.4.1.3 Esofagite eosinofílica 
Hipersensibilidade de natureza mista (mediada por IgE e não mediada por IgE), 
mais freqüente durante a infância e adolescência, envolve esofagite crônica com ou 
sem refluxo gastro-esofagiano. Manifesta-se por disfagia, êmese, recusa alimentar, dor 
abdominal, irritabilidade, distúrbio do sono, constrições esofágicas e refratariedade ao 
tratamento anti-ácido. Os pacientes são freqüentemente reativos a vários alimentos. A 
biópsia revela infiltração da mucosa e submucosa com eosinófilos.78 
 
1.4.1.4.1.4 Gastrite eosinofílica alérgica 
Hipersensibilidade de natureza mista (mediada por IgE e não mediada por IgE), 
ocorre mais freqüentemente na faixa etária entre a infância e a adolescência. 
Manifesta-se por vômitos pós-prandiais, dor abdominal, anorexia, saciedade precoce, 
hematêmese, ganho ponderal deficiente e piloroespasmo. A biópsia gástrica revela 
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infiltrado eosinofílico da mucosa e submucosa, em especial do antro gástrico.79  
 
1.4.1.4.1.5 Gastroenterocolite eosinofílica alérgica 
A gastroenterocolite alérgica ocorre em qualquer idade e manifesta-se por 
sintomas semelhantes à esofagite e à gastrite alérgica. Perda de peso e atraso 
estatural são proeminentes. A enteropatia pode desencadear perda de proteínas e 
ocasionar hipogamaglobulinemia e hipoalbuminemia. Biópsia do esôfago e duodeno 
revelam infiltrado eosinofílico da mucosa e submucosa e a biópsia do cólon pode 
revelar abscessos crípticos.80 
 
1.4.1.4.1.6 Enterocolite por proteína da dieta 
Condição não mediada por IgE, mais freqüentemente observada nos primeiros 
meses de vida, manifestando-se por irritabilidade, vômitos protraídos e diarréia que 
pode levar à desidratação. O vômito ocorre de 1 a 3 horas após a alimentação e a 
diarréia 5 a 8 horas após. Em crianças é provocado geralmente por leite de vaca, soja, 
ovo, trigo, arroz, amendoim, frango e peixe. Em adultos, quadros semelhantes podem 
ser causados mais comumente por frutos do mar. O exame à fresco de fezes revela 
sangue oculto, neutrófilos, eosinófilos e cristais de Charcot-Leyden. Sugere-se ser 
mediado pela secreção antígeno-induzida de citocinas inflamatórias por linfócitos T.81 
 
1.4.1.4.1.7 Proctite por proteína da dieta 
Condição não mediada por IgE, também mais comum nos primeiros meses de 
vida, com diarréia, esteatorréia, ganho ponderal inadequado, vômitos, distensão 
abdominal e malabsorção. A causa mais freqüente é hipersensibilidade não mediada 
por IgE ao leite de vaca, mas pode ocorrer com soja, ovo, trigo, arroz, frango e peixes 
em crianças maiores. A biópsia revela atrofia vilosa com aumento do comprimento das 




1.5 Reações adversas aos componentes do leite de vaca 
A composição do leite de vaca pode variar em função da raça bovina que o 
produziu e da maneira como é processado.83 O leite bovino contem 3 a 3,5% de 
proteínas que podem ser divididas em duas subclasses: caseínas (80%) e proteínas do 
soro (20%) que formam um grupo de mais de trinta proteínas. Este último grupo 
permanece solúvel no soro após precipitação das caseínas em pH 4,6 as quais formam 
o coágulo. As caseínas (αS1, αS2, βA1, βA2, κ) e as proteínas do soro mostram 
propriedades físico-químicas e imunogênicas bem distintas.84, 85 A principal proteína do 
soro do leite bovino é a beta-lactoglobulina, que inexiste no leite humano. Sua 
concentração fica em torno de 3 a 4 g/L. Outras proteínas do soro bovino presentes em 
menor quantidade são as imunoglobulinas, a lactoferrina, a lisozima, a lactoperoxidase, 
as proteases, as nucleases, etc. A lactose é o único carboidrato do leite de mamíferos e 
não está presente em nenhum outro alimento. Sua quantidade é mais alta no leite 
humano (6,2 a 7,5 g/100g) seguida pelo leite bovino e caprino (3,7 a 5,1 g/100g).86 A 
maior parte das gorduras encontrada no leite de vaca está na forma de triglicérides e 
ácidos graxos, em uma quantidade em torno de 4,10 a 4,50 g/L. Existe cerca de 0,12 g 
de cálcio por 100g de leite. O pH está em torno de 6,7.87 
As reações adversas a laticínios são motivo de preocupação médica desde o 
tempo de Hipócrates, que descreveu indivíduos que apresentavam reações adversas à 
ingestão de queijo. Hipócrates atribuiu intuitivamente estas reações à presença em 
maior ou menos quantidade de algum tipo de “constituinte” ou “humor” hostil ao queijo 
e que agia sobre o organismo sob influência deste alimento.88 Apesar dos avanços 
científicos, muitas vezes ainda nos sentimos como Hipócrates frente ao paciente com 
queixas específicas (ou inespecíficas) que envolvam a suspeita de reação adversa a 
algum tipo de laticínio. A tentativa de explicar a natureza (fisiopatologia) destas reações 
adversas tem seus principais empecilhos: (A) na diversidade de possibilidades, (B) no 
conhecimento incompleto dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos e (C) na 
carência de exames e testes específicos para o diagnóstico. A caracterização das 
reações adversas relacionadas ao consumo de laticínios pode ser em algumas 
ocasiões um desafio para os médicos que lidam na atenção primária, ou mesmo para 
os especialistas em pediatria, gastroenterologia ou alergia e imunologia. A diversidade 
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de mecanismos envolvidos e sobreposição de sintomas e sinais podem tornar a 
confecção de diagnóstico preciso em um trabalho elaborado, principalmente quando 
mais de um mecanismo ou mais de um alimento estão envolvidos. Apesar desta 
complexidade, o processo propedêutico tende a definir um único diagnóstico ou um 
único mecanismo fisiopatogênico na tentativa de “rotular” o paciente e minimizar a 
angústia do desconhecido. Geralmente o diagnóstico justificado é suficiente para 
dissipar a insegurança do paciente (mesmo quando os sintomas persistem), assim 
como para adiar uma investigação posterior onerosa e trabalhosa.89 Esta abordagem 
simplificada, algumas vezes é bastante útil, principalmente ao considerarmos pacientes 
que tenham dificuldade para lidar com um muitas informações ou compreender as 
sutilezas do diagnóstico diferencial. Adicionando-se a isso os custos dos exames, é até 
compreensível que o médico assistente fique satisfeito com o diagnóstico simplificado, 
principalmente se o paciente está assegurado de que não se trata de uma doença 
perigosa. Uma vez eleito o “alimento culpado”, o próximo passo seria definir ou inferir o 
mecanismo responsável pelos sintomas clínicos. Uma perspectiva dualista coloca em 
evidência as hipersensibilidades imunes (alergia às proteínas) e as intolerâncias por 
deficiência enzimática (intolerância à lactose).90 Várias revisões definem as diretrizes 
para diferenciar as alergias das intolerâncias aos laticínios,31, 43, 91 mas, apesar de toda 
elucubração teórica, existem pacientes que simplesmente não se enquadram neste tipo 
de polarização. Nas últimas décadas os recursos diagnósticos para diferenciar as 
alergias das intolerâncias têm aumentado e se disseminado, assim como seus custos. 
Entre as síndromes de intolerância, a mais comum é a intolerância à lactose devido à 
hipolactasia. O "padrão ouro” para diagnosticar a deficiência de lactase é a medida da 
atividade da lactase realizada diretamente no enterócito,92 mas este é um teste 
invasivo substituível satisfatoriamente por testes funcionais menos invasivos como o 
teste do hidrogênio expirado,93, 94 o teste de tolerância â lactose,95 e o teste genético.96 
Para diagnosticar as hipersensibilidades imunes, existem os testes cutâneos, as 
dosagens de IgE específica em fase líquida (radiométricas, enzimáticas e 
colorimétricas), as dosagens de IgE específica em fase sólida (imunoblote), as técnicas 
de diagnóstico molecular (com identificação de imunorreatividade contra epítopos 
específicos)97 e os testes de enfrentamento celular ex vivo.58 Entretanto, estes recursos 
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nem sempre estão prontamente disponíveis para o médico assistente que às vezes 
depende exclusivamente de seu julgamento clínico para elaborar um diagnóstico. Este 
julgamento clínico nem sempre é fácil, uma vez que mesmo indivíduos com 
hipolactasia podem tolerar a ingestão de certa quantidade de leite devido ao tipo de 
microbiota colônica que albergue e de uma sensibilidade intestinal diminuída.98 A ação 
da beta-galactosidase liberada do iogurte pela digestão gástrica ou biliar pode 
contribuir para a digestão da lactose e tolerância.99 Em adição a esta complexidade de 
fatores, existem também as ingestões inadvertidas de alimentos industrializados que 
levam leite de vaca na composição,100 e as modificações industriais das proteínas 
bovinas realizadas pela indústria alimentar, como por exemplo a polimerização 
induzida pela transglutaminase na preparação de iogurtes ou queijos cremosos.101 
Estes fatores podem interferir no estabelecimento de um elo clínico entre a ingestão da 
proteína do leite e o início dos sintomas. Apesar destas dificuldades, ao diagnosticar a 
presença de hipersensibilidade ao leite de vaca em um paciente adulto, o médico 
assistente pode preferir não optar pela investigação laboratorial e basear-se nas 
estatísticas que relatam uma alta incidência de hipolactasia (estimada em 50 a 70% na 
população latino-americana)102 em contraste com a incidência estimada de alergia ao 
leite de vaca em torno de 0,5% da população adulta.103 Esta tendência pode criar um 
viés diagnóstico, uma vez que cada vez mais indivíduos são rotulados como 
intolerantes à lactose, deixando de ser investigados apropriadamente para a alergia às 
proteínas do leite de vaca.  
 
1.5.1 Reações adversas ao leite de vaca de natureza não imune  
Como linhas gerais, podemos dividir as reações adversas não imunes aos 





1.5.1.1.Reações adversas de natureza tóxico-infecciosa 
Laticínios (como todos os outros alimentos) podem ser fonte de contaminação 
alimentar por microorganismos, que produzem reações de natureza tóxica (toxinas) ou 
infecciosa.33 Muitas vezes estes sintomas simulam ou se superpõem aos sintomas de 
outros tipos de reações adversas, mas, ao contrário das reações de natureza 
imunológica ou metabólico-enzimática, costumam produzir quadros agudos e auto-
limitados, predominantes em sistema digestório, com sintomatologia gastrointestinal 
(vômitos, diarréia, cólicas intestinais) ou sistêmica (hipertermia e síndrome do choque 
tóxico). Esta é ainda uma visão simplificada, quando consideramos que mesmo nestas 
reações muitas vezes também existirá a presença de um componente imunológico 
associado.104 
 
1.5.1.2 Reações adversas de natureza metabólico-enzimática 
Sendo o leite uma fonte de diversas biomoléculas, diversos tipos de deficiência 
metabólicas podem produzir quadros clínicos bem definidos seguindo-se à sua 
ingestão. As deficiências que causam sintomas mais graves são a galactosemia e a 
fenilcetonúria. A galactosemia clássica é um erro inato do metabolismo causado pela 
deficiência da enzima galactose-1-fosfato uridiltransferase (GALT, EC 2.7.7.12), que 
resulta no acúmulo dos metabólitos galactiol e galactose-1-fosfato. Nestes pacientes a 
ingestão de galactose provoca disfunção hepatocelular, disfunção renal, hipoglicemia, 
catarata e septicemia. A retirada da galactose da dieta reverte o quadro.105 A 
Fenilcetonúria é um erro inato do metabolismo causado pela deficiência da enzima 
fenilalanina hidroxilase (PAH, EC 1.14.16.1), caracterizada pela inabilidade de converter 
o aminoácido fenilalanina em tirosina, resultando em seu acúmulo no organismo. 
Pacientes com fenilcetonúria, quando não submetidos a dietas de restrição em 
fenilalanina apresentam desabilidade intelectual grave e anormalidades neurológicas.106 
Sendo os leites (materno ou bovino) ricos em fenilalanina, os mesmos devem ser 




1.5.2 A intolerância à lactose  
No ser humano a lactase é geneticamente programada para ser expressa 
durante os primeiros anos de vida, sendo sua expressão cancelada irreversivelmente 
durante a adolescência (hipolactasia de início tardio).107 A persistência da expressão 
da lactase é considerada uma mutação transmitida de maneira autossômica 
dominante, tendo-se identificado diversos polimorfismos associados a esta 
atividade.108-110 A intolerância à lactose resulta da ausência (temporária ou definitiva) 
da lactase (lactase-phlorizin hydrolase; LPH; EC 3.2.1.108), enzima presente nas 
microvilosidades intestinais responsável pela dissociação de lactose (galactose β-1,4 
glucose) em galactose e glicose.111 A ausência de lactase pode ser congênita, 
transitória ou de início tardio.91 A ausência congênita da lactase resulta na 
incapacidade permanente de digerir a lactose desde o nascimento (condição rara, 
autossômica recessiva). A hipolactasia pode ser transitória quando é secundária à uma 
agressão ao epitélio intestinal (condição relativamente comum em gastroenterites 
infecciosas ou mesmo na alergia ao leite de vaca).  A intolerância à lactose apresenta 
sintomatologia eminentemente intestinal, com cólicas abdominais, diarréia aquosa e 
flatulência devido à produção de gases pela fermentação da lactose (pelas bactérias do 
cólon) e pelo aumento da pressão osmótica do bolo fecal (pelos monossacarídeos 
resultantes da fermentação).112 Os sintomas são dose-dependente e estão claramente 
associados à ingestão da lactose do soro do leite. Derivados do leite que sofreram 
extração do soro (como o queijo), contêm quantidades mínimas de lactose e não 
desencadeiam estes sintomas.113 
Mas a dinâmica da intolerância à lactose não é assim tão simples, e não se 
restringe aos sintomas funcionais, sendo que na prática clínica muitas vezes é difícil 
definir as verdadeiras causas dos sintomas, mesmo com emprego dos exames 
funcionais.114 
A capacidade de digerir a lactose divide a humanidade em dois grupos 
fenotípicos: os capazes de digerir a lactose, também chamados de lactase-persistentes 
(LP), e os incapazes de digerir a lactose ou lactase-não-persitentes (LNP). A 
deficiência de lactase está presente em até 15% da população de descendência 
européia, até 80% dos latinos e afro-descendentes e em até 100% dos índios 
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americanos e asiáticos.113 No Brasil, cerca de 43% dos brancos e mulatos têm o alelo 
da persistência da lactase, sendo a hipolactasia mais freqüente entre negros e 
japoneses.102 Mas mesmo os lactase-não-persitentes podem se adaptar à intolerância 
através da flora bacteriana intestinal. A ingestão de laticínios por indivíduos lactase-
não-persistentes tolerantes pode funcionar como agente modificador de risco para 
determinadas doenças. Em determinadas populações, existe aumento estatisticamente 
significante para o risco de câncer colo-retal, câncer de próstata e colite ulcerativa (ao 
lado de uma diminuição significativa do risco de câncer gástrico) entre os lactase-não-
persistentes que consomem laticínios regularmente.115 Esta é uma área que requer 
investigação específica uma vez que interações de ordem imune teoricamente 
poderiam contribuir para a modificação destes riscos. A pergunta que fica para ser 
respondida é se existe também uma mudança significativa no risco de desenvolvimento 
de alguma forma de hipersensibilidade imunológica às proteínas do leite de vaca, em 
função do consumo de laticínios por indivíduos lactase-não-persistente em relação aos 
lactase-persistente, ou em relação aos não consumidores de laticínios. 
A incapacidade de digerir a lactose pode ser facilmente suspeitada em adultos 
ou adolescentes que desenvolvem sintomas gastrointestinais após a ingestão de leite. 
Pode ser confirmado pela pesquisa de acidez ou substâncias redutoras nas fezes após 
ingestão do leite e pela ausência de sintomas após a ingestão de leite isento de 
lactose. A recorrência de sintomas após a ingestão de leite regular confirma a situação 
definitiva da condição.98 Outro teste laboratorial utilizado na prática clínica para o 
diagnóstico de intolerância à lactose é o teste de tolerância à lactose que consiste em 
monitorar a glicose sanguínea após uma dose oral de lactose. O teste é considerado 
positivo se as medidas de glicemia não demonstrarem uma elevação de 18 mg/dL 
entre a glicemia de jejum inicial e as glicemias consecutivas realizadas 20, 40 e 60 
minutos.95 É um teste indireto, que pode resultar em falso negativo nas pessoas que 
apresentam hiperinsulinismo, ou falso positivo em diabéticos. O teste do hidrogênio 
expirado é mais simples e mais confiável, consiste em dosar a quantidade de 
hidrogênio expirado em amostras de ar após a ingestão de lactose.93, 94 O hidrogênio 
livre (H2) é produzido no intestino grosso como resultado da fermentação anaeróbica 
da lactose, é parcialmente absorvido para o sangue e é excretado pelos pulmões. O 
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padrão ouro para diagnosticar a deficiência de lactase é a medida da atividade da 
lactase realizada diretamente no enterócito,92 mas este é um teste invasivo substituível 
satisfatoriamente por testes funcionais menos invasivos, sendo reservado para a 
pesquisa. O teste genético analisa polimorfismos de cadeia única e pode ser usado em 
populações específicas com variantes identificadas, como descrito na Finlândia que 
demonstraram que o genótipo C/C-13910 está associado com baixa atividade de lactase (< 
10 U/g/proteína) e o genótipo C/T-13910 e T/T-13910 está associado com alta atividade.116 O 
diagnóstico pelo teste genético é específico para determinadas populações e não tem 
necessariamente valor quando extrapolado para outros grupos. Apesar de demonstrar 
o genótipo, nem sempre se correlaciona com o fenótipo. Relatam-se casos de 
indivíduos que apesar de não apresentarem intolerância clínica ou alteração nos testes 
funcionais, apresentam genótipo associados à não persistência da lactase.96, 117 
 
1.6 Reações adversas ao leite de vaca de natureza imune 
As reações adversas de natureza imune são necessariamente reações de 
hipersensibilidade, uma vez que são reprodutíveis e desencadeadas por estímulos 
definidos. Por definição, são melhor denominadas de alergias. É uma situação 
complexa que merece uma análise cuidadosa, não somente pela ampla variedade de 
proteínas que podem ser responsabilizadas (individual ou coletivamente), como 
também pelos diferentes mecanismos de hipersensibilidade que podem estar 
envolvidos.85 O simples diagnóstico de “alergia às proteínas do leite de vaca” 
atualmente é um diagnóstico insuficiente. É essencial que se faça a distinção pelo 
menos entre a hipersensibilidade às proteínas do soro do leite e às proteínas do queijo 
(caseínas), pois as medidas dietéticas são diferentes. Além das proteínas naturais, 
subprodutos do leite também podem provocar alergias, como por exemplo as fórmulas 
extensivamente hidrolisadas utilizadas para a nutrição de lactentes alérgicos às 




1.6.1.Epidemiologia da alergia ao leite de vaca 
A alergia ao leite de vaca é uma entidade que vem sendo identificada com cada 
vez maior freqüência, tornando-se um desafio global para a comunidade médico-
científica.119 Um estudo prospectivo dinamarquês com 1749 neonatos estimou a 
prevalência em 2,2% em crianças até três anos.120 As alergias mediadas por IgE são 
responsáveis por 60% das reações relacionadas ao leite e os 40% restantes ficam por 
conta das reações alérgicas não mediadas por IgE. A maioria das reações mediadas 
por IgE envolve a pele (urticária e dermatite atópica) e a maioria das reações não 
mediadas por IgE envolvem o trato gastrointestinal.121 
Em adultos os trabalhos envolvendo a alergia ao leite de vaca são escassos e 
limitados a pequenos grupos de pacientes com reações severas identificadas por testes 
de provocação. Descreve-se a alergia ao leite de vaca em adultos como uma entidade 
rara, com envolvimento de proteínas do soro e das caseínas, com boa reatividade aos 
testes cutâneo-alérgicos tanto ao leite integral, como às caseínas, à α-lactoalbumina, e 
à β-lactoglobulina (β-Lg).103 
 
1.6.2 Mecanismos imunes de hipersensibilidade ao leite de vaca 
 Existe suficiente evidência de que a alergia às proteínas do leite de vaca pode 
ser mediada por qualquer um dos quatro tipos básicos de reações de hipersensibilidade 
delineados por Gell e Coombs. Em alguns pacientes, mais de um tipo pode estar 
envolvido, mesmo quando existe apenas um tipo de manifestação clínica.91, 122  
As reações do tipo I (anafiláticas ou imediatas) são predominantemente 
mediadas por anticorpos da classe IgE. A interação antígeno-anticorpo na superfície 
dos mastócitos ou basófilos resulta na liberação da histamina e outros mediadores. 
Este é a reação melhor compreendida e provavelmente mais comumente envolvida nas 
manifestações de manifestação rápida como êmese, diarréia, dor abdominal, dermatite 
atópica, urticária, angioedema, rinite, broncoespasmo e anafilaxia sistêmica.91 Em 
função da diversidade da resposta IgE humana, nenhum alérgeno isolado ou estrutura 
molecular pode ser a priori particularmente responsabilizada pela alergenicidade do 
leite de vaca. A polissensibilização ocorre em 75% dos pacientes com alergia ao leite 
de vaca, com uma ampla variabilidade em especificidade e intensidade da resposta IgE. 
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Apesar de as proteínas mais freqüentemente responsabilizadas serem as que existem 
em maior quantidade no leite (como as caseínas e a beta-lactoglobulina), todas as 
proteínas do leite (mesmo as presentes em pequenos traços como a lactoferrina) são 
alérgenos potenciais.123 
Estudos em animais demonstraram também a participação de cadeias leves 
livres de imunoglobulinas com especificidade a caseínas bovinas na fisiopatologia da 
hipersensibilidade independente de IgE. Não se conhece ainda se existe uma 
correlação clínica para a alergia ao leite de vaca do ser humano.124 
As reações do tipo II ou citotóxicas são mediadas pela ativação do sistema 
complemento pelos anticorpos das classes IgG, IgM e ocasionalmente IgA. Este tipo de 
reação parece ser responsável pelos raros casos de trombocitopenia induzida pelo leite 
de vaca.91 
As reações do tipo III (reações por imuno-complexos ou reação de Arthus) 
requerem a formação de complexos antígenos-anticorpo (com IgG, IgM, IgA e 
ocasionalmente IgE) e complemento.  O impacto destes complexos sobre os pequenos 
vasos sanguíneos inicia um processo inflamatório (vasculite), cujo grau determina a 
extensão do dano tissular e dos sintomas. Este tipo de reação é encontrado na 
hemorragia induzida por leite e na rara doença crônica pulmonar induzida por leite de 
vaca chamada de síndrome de Heiner. Em situações menos freqüentes produz artrite 
ou vasculite cutânea.91 
A reação do tipo IV (tardias ou mediadas por células) parece ser rara e mais 
difícil de documentar. Neste tipo de reação, as células T sensibilizadas proliferam e 
liberam uma variedade de citocinas após a exposição ao antígeno ofensor. Parecem 
ser concomitantes com alguns tipos de reações do tipo III na síndrome de Heiner e em 
alguns pacientes com gastroenteropatias.91 
No entanto muitos aspectos referentes à imunorreatividade às proteínas do leite 
permanecem completamente não esclarecidos. Um deles é a questão dos anticorpos 
hemaglutinantes contra as proteínas do leite em pacientes alérgicos. Desconhece-se 
por completo o seu papel na fisiopatologia das intolerâncias às proteínas do leite de 
vaca.125 
Existem controvérsias e pendências sobre o papel dos anticorpos da classe IgG 
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específicos para alimentos na patogênese da alergia alimentar. Pacientes com 
sintomas gastrintestinais associados à ingestão de leite de vaca possuem um nível 
mais elevado de IgG específica para as proteínas do leite de vaca.98 Demonstrou-se, 
por exemplo, que pacientes portadores de dermatite atópica possuem níveis 
significativamente elevados de IgG anti-beta-lactoglobulina em relação aos seus 
controles não portadores de dermatite atópica.126 Sabe-se também, que sob certas 
condições, como um enfrentamento com anticorpos anti-IgG4, leucócitos de pacientes 
sensibilizados ao leite de vaca ou a outros alérgenos são capazes de liberar 
histamina.127 A interpretação deste tipo de achado levou a três tipos de conclusões 
aparentemente discordantes, mas que na verdade são complementares. O primeiro 
tipo de conclusão é que o aumento de IgG4 específica pode ter efeito protetor nos 
pacientes com hipersensibilidade mediada por IgE. Esta linha de pensamento baseia-
se no fato que pacientes alérgicos com níveis mais elevados da relação IgG4/IgE são 
mais tolerantes à ingestão dos alimentos específicos dos que apresentam relações 
menores. Neste caso o IgG4 funcionaria como “anticorpo bloqueador”128 específico na 
hipersensibilidade mediada por IgE.129 A segunda linha de pensamento sugere que a 
presença de IgG4 específica seria apenas o marcador de uma experiência imunológica 
prévia que o paciente tenha tido com o alimento específico, sem que necessariamente 
este anticorpo participe da fisiopatologia ou do desenvolvimento de tolerância a este 
alimento. É uma linha de pensamento defendida por alguns consensos clínicos.130 A 
terceira linha de pensamento sugere a participação do IgG4 na fisiopatologia das 
reações de hipersensibilidade tardia não mediada por IgE, em função das alterações 
da relação IgA/IgG4 vistas nestes pacientes após o desenvolvimento da 
tolerabilização.131 De fato, estudos recentes demonstraram que dietas de exclusão 





1.6.3 Manifestações clínicas da alergia ao leite de vaca 
A clínica da alergia ao leite de vaca, por outro lado, apresenta um amplo 
espectro de sintomas, que podem ser predominantemente gastrintestinais, ou extra-
intestinais.133 Os sintomas de natureza imediata (síndrome de alergia oral, 
hipersensibilidade gastrointestinal imediata, anafilaxia, urticária aguda, angioedema 
agudo, rinite alérgica, broncoespasmo agudo) são caracteristicamente mediados por 
IgE. Sintomas de natureza tardia (enterocolite, proctite, hemossiderose pulmonar) são 
considerados como não mediados por IgE. Algumas síndromes clínicas são 
classificadas como de natureza mista, ou seja, estão envolvidos mecanismos mediados 
por IgE e mecanismos não mediados por IgE (gastroenterocolite eosinofílica, esofagite 
eosinofílica, asma e a dermatite atópica).66 Outras síndromes clínicas relacionadas à 
alergia ao leite de vaca são de natureza ainda não elucidada, como a constipação 
intestinal134 e a síndrome do umbigo vermelho,135 ou motivo de disputa acadêmica, 
como o refluxo gastro-esofagiano.136 Recentemente associou-se a enterocolite 
necrotizante neonatal, como uma hipersensibilidade à beta-lactoglobulina.137 Em 
alguns casos extremos, a própria inalação do leite foi capaz de desencadear sintomas 
alérgicos graves e até mesmo a morte de um indivíduo sensível.138, 139,140 
 
1.6.4 Diagnóstico clínico da alergia ao leite de vaca 
O diagnóstico da alergia ao leite de vaca baseia-se na clínica apresentada pelo 
paciente e por testes analíticos diagnósticos141 que consistem em: 1) pesquisa de IgE 
sérico específico para o leite integral (cru ou fervido), para o soro do leite, ou para as 
proteínas isoladas do leite (β-lactoglobulina, α-lactoalbumina, albumina sérica bovina e 
as caseínas).142, 143 Esta pesquisa pode ser realizada em fase líquida através de 
radioimunoensaio (RAST) ou por métodos enzimáticos colorimétricos (ELISA, 
ImmunoCAP),144 ou ainda em fase sólida (imunoblote); 2) Testes cutâneos de 
sensibilidade imediata (com os mesmos elementos utilizados para identificação da IgE 
específica);145, 146 3) Provas de provocação abertas ou controlados por placebo;147 4) 
Testes de contato patch test) para evidenciar os mecanismos celulares não mediados 
por IgE.148 e 5) testes de enfrentamento “ex vivo” como o teste da inibição da migração 
do leucócito,58, 149 os testes de linfoproliferação150 ou da expressão celular de citocinas 
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após enfrentamento antigênico ex vivo.151 
 
1.6.5 Tratamento da alergia ao leite de vaca 
O tratamento da alergia ao leite de vaca consiste primariamente na retirada do 
alérgeno identificado como agente sensibilizante. Neste mister é imprescindível o 
correto diagnóstico etiológico, uma vez que em nossa cultura o leite de vaca tem se 
tornado um elemento quase que essencial na alimentação infantil (e mesmo dos 
adultos). Várias estratégias tem sido empregadas, como a substituição do leite de vaca 
por extratos vegetais (como a soja), pelo leite de vaca hidrolisado (parcial ou 
extensamente), por fórmulas de aminoácidos e até pelo leite de outros mamíferos, 
como o leite de cabra ou mesmo o leite de camela, que à semelhança do leite humano 
não contém a β-lactoglobulina.152-155 Quando o paciente tem alergia apenas às 
proteínas do soro e não às caseínas, pode-se liberar a ingestão de queijo que não 
tenha soro residual. 
O desenvolvimento de estratégias de dessensibilização é uma necessidade para 
a alteração do curso clínico promovido pelas alergias alimentares.156, 157 Em particular, a 
alergia ao leite de vaca, que em alguns casos assume um curso clínico prolongado e 
irresoluto.158-160 Protocolos para indução de tolerância oral já foram descritos com leite 
de vaca integral,161-164 apesar do uso de antígenos naturais ter maior chance de eliciar 
reações alérgicas que limitem a progressão da imunoterapia.165, 166 Alérgenos 
modificados (alergóides) têm sido utilizados em protocolos de dessensibilização de 
maneira a minimizar as reações alérgicas produzidas pelo antígeno natural.167 
Proteínas com epítopos equivalentes, mas menos alergênicas, podem ser obtidas por 
tecnologia de recombinação gênica,168 mas esta é uma metodologia cara e trabalhosa. 
Abordagens mais acessíveis, como o cozimento extensivo, têm sido utilizadas na 
suposição de que a destruição dos epítopos conformacionais podem tornar a proteína 
menos alergênica e, portanto, mais segura para a administração oral.169-171 Esta 
desnaturação física pode, no entanto, produzir alteração químicas de difícil controle, 
tornando a caracterização do alergóide quase impossível, assim como pode destruir os 
epítopos lineares necessários para a indução do estado de tolerância.172 O desenho 
racional para o planejamento de um protocolo de indução de tolerância seguro e efetivo 
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inclui o uso de proteínas imunogênicas (que incluam os epítopos lineares relevantes), e 
que sejam menos alergênicas (que provoquem menos reações clínicas).173  
 
1.7 A β-lactoglobulina bovina 
O leite de vaca possui mais de vinte proteínas dotadas de capacidade 
imunogênica, sendo que a freqüência de envolvimento individual de cada espécie está 
caracterizada por alguns trabalhos.174 Através de provas de provocação com proteínas 
isoladas Goldman caracterizou que cerca de 62% dos pacientes alérgicos ao leite de 
vaca são sensíveis à β-lactoglobulina; cerca de 60% são sensíveis às caseínas; cerca 
de 53% são sensíveis à α-lactoalbumina e cerca de 52% são sensíveis à albumina 
sérica bovina.175 
Apesar de não ser fabricada pelo ser humano, a presença de β-lactoglobulina no 
leite humano foi descrita após a sua detecção através de ELISA utilizando anticorpos 
policlonais de coelho anti-β-lactoglobulina purificados por cromatografia de afinidade.176 
Esta presença não foi confirmada quando as detecções foram realizadas por 
imunoblote utilizando-se anticorpos monoclonais anti-β-lactoglobulina,177 ratificando as 
suspeitas de que a técnica de ELISA com anticorpos policlonais apresentava resultados 
falso-positivos devidos á imunorreatividade cruzada com proteínas do leite humano.178 
A β-Lactoglobulina é uma proteína globular pequena (18,4 kDa) com 162 resíduos de 
aminoácidos unidos por duas pontes dissulfeto, solúvel em soluções salinas diluídas 
(comportamento típico das globulinas) composta por 8 folhas beta antiparalelas que 
formam um barril beta com uma alfa hélice de 3 voltas na superfície externa e uma 
nona fita beta que flanqueia a primeira fita.179, 180 
 
1.7.1 A β-lactoglobulina bovina como alérgeno (Bos d 5). 
A β-Lg bovina, por si mesma é um alérgeno reconhecido com nomenclatura 
oficial definida como “Bos d 5” (Bos domesticus) capaz de originar a síntese de IgE 
específica e desencadear reações de hipersensibilidade do tipo I de Gell e Coombs.181 
Ao nos referir à β-Lg bovina como um alérgeno, dentro do contexto da especialidade 
(Alergia e Imunologia), é preferível utilizar, o termo Bos d 5.182 No entanto ao nos 
referirmos à β-Lg modificada (desnaturada ou polimerizada) não utilizaremos esta 
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nomenclatura, uma vez que se trata de uma molécula diferente, ainda não classificada 
na lista oficial de alérgenos.  
A beta-lactoglobulina (β-Lg) é o maior componente protéico do soro do leite 
bovino. Sua síntese (regulada por prolactina) é realizada pelas células epiteliais da 
glândula mamária sendo secretada no lúmen, acumulando-se no leite. Sua 
concentração é em torno de 3g/L de leite de vaca. Pertence à superfamília das 
proteínas ligantes de lipídios chamadas de lipocalinas. A β-Lg bovina é uma das 
proteínas ligantes de lipídios mais bem estudada e caracterizada. Liga-se a uma ampla 
variedade de moléculas, incluindo o retinol e seus análogos, o beta-caroteno, ácidos 
graxos (saturados e insaturados com comprimento de cadeia de 12 a 18 carbonos) e 
hidrocarbonetos alifáticos.183 Estes ligantes unem-se ao cálice central do β-barrel 
dependendo da abertura pH-regulada da alça EF que serve como “opérculo” da entrada 
do sítio de ligação.184   
Existem duas variantes descritas da β-Lg bovina a variante A (Β-LgA) e a 
variante B (Β-LgB). As duas diferem em dois locais: um deles é a alça flexível exposta 
(D64G) que produz uma alteração conformacional responsável por uma diminuição da 
solubilidade e propensão para uma maior propensão para a oligomerização e 
gelatinização. A outra diferença está em uma fita beta (V118A) localizada na cavidade 
da molécula. Esta diferença na seqüência altera as propriedades dinâmicas da 
molécula e é provavelmente responsável pela diminuição da estabilidade térmica da 
variante B.185 
A β-Lg em condições normais não é digerida pela pepsina gástrica. O cozimento 
extensivo (95°C por 10 minutos) reduz drasticamente  a quantidade de β-Lg solubilizada, 
levando à sua precipitação. Quando se adiciona pepsina ao soro tratado desta forma a 
β-Lg é hidrolisada em poucos minutos.186 Esta estabilidade na estrutura terciária da β-
Lg faz com que caracteristicamente a maioria dos epítopos alergênicos da molécula, 
sejam de natureza conformacional.187-189 Demonstrou-se que a β-Lg ingerida pode ser 
absorvido pelo intestino humano.190 A β-Lg ingerida é internalizada através de um 
receptor específico para lipocalinas, localizados no enterócitos (Lipocalin-Interacting-
Membrane-Receptor ou LIMR).191 O significado desta internalização no ser humano é 
incerto. Uma vez absorvido para a circulação sistêmica,192 forma pequenos agregados 
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imunorreativos, mas não ativa complemento.193 A β-Lg expressa epítopos 
conformacionais capazes de interagir diretamente com anticorpos de diferentes classes 
(interação proteína-proteína). A digestão péptica é capaz de destruir os epítopos 
conformacionais, que em pacientes alérgicos são responsáveis pelo reconhecimento da 
maior parte dos anticorpos (mesmo da classe IgG).194 Aparentemente este é o 
mecanismo responsável pela maior parte das apresentações clínicas, como sugere o 
fato que cerca de 75% das crianças alérgicas ao leite de vaca tolera as formas 
culinárias do leite extensivamente cozido.195 A digestão enzimática da β-Lg produz 
epítopos estruturais (polipeptídeos) que mantém a capacidade de ligação com 
anticorpos específicos.196 Esta característica é capaz de explicar os raros casos de 
hipersensibilidade aos hidrolisados protéicos.197 A digestão intracelular da β-Lg gera 
epítopos lineares reconhecíveis pelo receptor da célula T quando ligado à molécula 
MHC de classe II no contexto da apresentação antigênica restrita (interação célula-
célula).198 Deste modo, as alterações conformacionais realizadas na molécula protéica 
(como por exemplo, a polimerização) são potencialmente capazes de alterar o 
componente humoral da imunorreatividade, mas provavelmente não vão alterar a 
imunorreatividade mediada por células desencadeada por epítopos lineares.199 Após 
ser digerida, a β-Lg pode originar pelo menos sete peptídeos capazes de serem 




1.7.2 A β-lactoglobulina bovina polimerizada  
 
1.7.2.1 A β-lactoglobulina bovina polimerizada pela transglutaminase 
A indústria alimentícia vem utilizando há algum tempo, enzimas microbianas para 
alterar a consistência do alimento original, através da polimerização das proteínas.201 
Uma destas técnicas é o tratamento com a transglutaminase.101 A transglutaminase 
microbiana (TG) começou a ser usada na indústria alimentícia para preparação de 
alimentos como o kamaboko, uma pasta de peixe tradicional no Japão. A realização de 
algumas pesquisas pelos laboratórios de pesquisa alimentar em Kawasaki (Life Science 
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Laboratories) da Ajinomoto no Japão, no final dos anos 80, incentivou seu uso para 
outras aplicações. Este grupo isolou e purificou a transglutaminase microbiana do 
Streptoverticillium mobaraense, utilizada culinariamente em restaurantes e 
industrialmente na produção de queijos e iogurte.202 Uma das principais ações da 
transglutaminase é catalisar a ligação entre o grupo ε-amino de um resíduo de lisina 
com o grupo γ-carboxamida (acila) de um resíduo de glutamina, criando uma ponte intra 
ou intermolecular altamente resistente à proteólise.203 Isto resulta na formação de 
ligações covalentes entre aminoácidos da mesma proteína e entre várias moléculas de 
proteínas, promovendo a sua polimerização.204 
A transglutaminase tissular é uma enzima de múltiplas funções, agindo na 
apoptose, na diferenciação celular, na fusão do fibrinogênio como parte da cascata de 
coagulação, na formação do citoesqueleto da membrana celular. As ligações protéicas 
cruzadas catalisadas pela transglutaminase participam na estabilização dos corpos 
apoptóticos. Previnem o extravasamento do seu conteúdo e conseqüente ativação 
inflamatória e exposição de proteínas próprias que poderiam levar a um processo de 
autoimunidade.205 Mais preocupante, no entanto, é o fato de ser a transglutaminase um 
dos principais autoantígenos envolvidos na intolerância ao glúten da doença celíaca.206 
Ainda não estamos certos dos efeitos que a ingestão desta enzima pode ter no 
organismo humano, que por enquanto é considerada simplesmente como “comestível”. 
Quando submetida aos testes recomendados pela árvore decisões prescrita pelo grupo 
de especialistas da FAO/WHO em 2001, propostas para investigar imunorreatividade a 
proteínas resultantes da biotecnologia, mostrou-se não reagente enzimaticamente com 
IgE, mostrou-se suscetível à digestão péptica e não apresentou em seu 
seqüenciamento nenhuma coincidência maior que 5 aminoácidos com nenhum 
alérgeno alimentar conhecido.207 A transglutaminase vem sendo utilizada pela indústria 
alimentícia na produção de queijos e iogurtes208 e é comercializada por empresas como 
a Ajinomoto (http://www.activatg.com/) para cozinheiros como uma “cola de proteína” 
para o preparo artesanal de esculturas de alimentos, ou simplesmente para aumentar a 
consistência do preparado culinário (ActivaTM TG Transglutaminase). Na polimerização 
da β-Lg com a transglutaminase, devemos tomar o cuidado de preparar o material em 
ambiente livre de cálcio iônico, uma vez que o mesmo induz a agregação não covalente 
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da β-Lg, retardando a formação das ligações covalentes catalisadas pela 
transglutaminase.209  
 
1.7.2.2 A β-lactoglobulina bovina polimerizada pelo calor 
Como a polimerização pela transglutaminase produz polímeros de massa 
molecular elevada (que não penetraram nos géis de poliacrilamida planejados para a 
localização do monômero de β-Lg), para o imunoblote, a polimerização foi realizada por 
aquecimento. O aquecimento da β-Lg durante a fase de redução da amostra para 
desnaturação por β-mercaptoetanol estimula a formação de tetrâmeros que são 
localizados nos géis de poliacrilamida na faixa de 72 a 73 kDa.210  
 
1.7.3 A imunorreatividade contra a β-lactoglobulina polimerizada em animais 
Camundongos imunizados parenteralmente com a β-Lg polimerizada pela 
transglutaminase na presença de cisteína demonstraram níveis séricos de IgE e IgG 
específicas contra a β-Lg, quantificados por ELISA, significativamente menor do que os 
camundongos imunizados parenteralmente com a β-Lg nativa, assim como menor 
detecção qualitativa observada no imunoblote após SDS-PAGE.211 
 
1.7.4 A β-lactoglobulina polimerizada como neo-antígeno 
 A β-Lg polimerizada é portanto um antígeno modificado (neo-antígeno) derivado 
da biotecnologia, produzido pela fabricação industrial de laticínios. 
 As diretrizes da FAO / WHO recomendam o estudo in vitro e in vivo dos neo-
antígenos derivados da biotecnologia em indivíduos sensibilizados ao antígeno original. 
Um dos passos desta diretriz é o estudo da imunorreatividade in vivo através de testes 
cutâneo-alérgicos realizados com os antígenos alimentares modificados em indivíduos 




1.7.5 A β-lactoglobulina polimerizada como alergóide 
 Alergóide é uma proteína modificada com o objetivo de ser utilizada em 
protocolos terapêuticos de dessensibilização, ou de indução de tolerância 
oral/sublingual.143 O alergóide é uma proteína modificada que conserva epítopos 
lineares reconhecíveis pelo sistema MHC-TCR de apresentação celular de antígenos 
(imunogênica), mas com menos epítopos conformacionais de ligação específica com 
anticorpos reagínicos (com menor alergenicidade).  A elaboração de alergóides através 
da polimerização de alérgenos naturais é realizada há algumas décadas, na tentativa 
de redução de sua imunorreatividade, através do tratamento do extrato original com 
formaldeído ou glutaraldeído.167, 213 Mais recentemente têm-se produzido alergóides 
através da tecnologia de recombinação gênica, mas esta é uma tecnologia cara e 
trabalhosa.168 Para avaliar a alergenicidade de um antígeno modificado para fins 
terapêuticos, pode-se utilizar testes de provocação in vivo (orais ou cutâneos) ou testes 
ex vivo (como o enfrentamento antigênico ex vivo monitorado pelo teste de 
degranulação do basófilo). A avaliação da imunorreatividade mediada por células 
iniciada especificamente pelo alérgeno, capaz de desenvolver uma resposta 
imune/tolerogênica, pode ser realizada antes do tratamento através de testes de 
proliferação de linfócitos T214 ou após o tratamento pela pesquisa de marcadores de 
imunotolerância (como IL-10 e TGF-β) em imunócitos cultivados.215 A imunorreatividade 
mediada por células contra a β-Lg já foi avaliada pelo teste de inibição da migração do 
leucócito.58, 59 Nesta pesquisa, utilizamos um imunoensaio equivalente, mas 
tecnicamente mais simples para analisar a imunorreatividade mediada por células: o 
Teste da Inibição da Aderência Leucocitária (TIAL),216 descrito originalmente para 
avaliar a imunidade mediada por células contra antígenos tumorais217, 218 e 
posteriormente contra a poeira doméstica, o PPD e a candidina.219  
O objetivo da utilização de alergóides é minimizar as reações produzidas pelo 
extrato terapêutico não modificado, ao mesmo tempo em que se preserva a 
imunogenicidade dos epítopos lineares T-dependentes. Estudos realizados em animais 
sugerem existir uma redução da antigenicidade da β-Lg polimerizada em relação à β-Lg 
nativa, como avaliado em camundongos.220, 221 Estudos conduzidos em camundongos 
sobre a imunogenicidade dos extratos digeridos com pepsina e pancreatina da β-Lg 
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polimerizada também demonstraram menor alergenicidade em relação aos extratos 
digeridos da β-Lg nativa.222 Desta forma, a polimerização pela transglutaminase, na 
medida em que possa contribuir para a diminuição da alergenicidade, torna a β-Lg 
polimerizada uma molécula promissora para a composição de terapias de indução de 



























































2 OBJETIVOS DA PESQUISA 
 
2.1 Objetivos gerais da pesquisa 
O objetivo principal da pesquisa é o de estudar em seres humanos o efeito da 
polimerização pela transglutaminase (em presença de cisteína) sobre a 
imunorreatividade contra a beta-lactoglobulina bovina. 
O objetivo secundário é avaliar a incidência de imunorreatividade IgE-mediada 
contra as proteínas do leite de vaca em seres humanos adultos com hipolactasia 
refratária ao tratamento com dieta livre de lactose. 
 
2.2 Objetivos específicos da pesquisa 
 
2.2.1 Quanto à influência da polimerização pela transglutaminase (em presença 
de cisteína) na imunorreatividade IgE-mediada IN VIVO contra a β-Lg em seres 
humanos com hipersensiblidade ao leite de vaca.  
 
Para avaliar em pacientes (crianças e adultos) com hipersensibilidade ao leite de 
vaca a equivalência da imunorreatividade in vivo contra a β-lactoglobulina 
polimerizada pela transglutaminase (em presença de cisteína), com a 
imunorreatividade in vivo contra a β-lactoglobulina nativa. Formulamos duas hipóteses 
contrapostas: 
 
Hipótese 0: A imunorreatividade humoral IN VIVO contra a β-Lg 
polimerizada pela TG (em presença de cisteina) é equivalente à 
imunorreatividade humoral IN VIVO contra a β-Lg nativa em crianças e adultos 
com hipersensibilidade ao leite de vaca. 
 
Hipótese 1: A imunorreatividade humoral IN VIVO contra a β-Lg 
polimerizada pela TG (em presença de cisteina) não é equivalente à 
imunorreatividade humoral  IN VIVO contra a β-Lg nativa em crianças e adultos 
com hipersensibilidade ao leite de vaca. 
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2.2.2 Quanto à influência da polimerização pelo aquecimento na 
imunorreatividade IgE-mediada IN VITRO contra a β-Lg.  
 
Para avaliar em pacientes com hipersensibilidade ao leite de vaca a 
equivalência da imunorreatividade in vitro contra a β-lactoglobulina polimerizada pelo 
aquecimento, com a imunorreatividade in vitro contra a β-lactoglobulina nativa. 
Formulamos duas hipóteses contrapostas: 
 
Hipótese 0: A imunorreatividade humoral IN VITRO contra a β-Lg 
polimerizada pelo aquecimento é equivalente à imunorreatividade humoral IN 
VITRO contra a β-Lg nativa em crianças e adultos com hipersensibilidade ao leite 
de vaca. 
 
Hipótese 1: A imunorreatividade humoral IN VITRO contra a β-Lg 
polimerizada pelo aquecimento não é equivalente à imunorreatividade humoral  
IN VITRO contra a β-Lg nativa em crianças e adultos com hipersensibilidade ao 
leite de vaca. 
 
 
2.2.3 Quanto à influência da polimerização pela transglutaminase (em presença 
de cisteína) na imunorreatividade celular EX VIVO contra a β-Lg.. 
 
Para avaliar (em seres humanos - independente do status da imunidade humoral 
mediada por IgE) a equivalência da imunorreatividade celular contra a TgPolβ-Lg com 
a imunorreatividade celular contra a β-Lg formulamos duas hipóteses contrapostas: 
 
Hipótese 0: A imunorreatividade celular contra a β-Lg polimerizada pela 
transglutaminase em presença de cisteína é equivalente à imunorreatividade 
celular contra a β-Lg  nativa em indivíduos sem histórico de hipersensibilidade 




Hipótese 1: A imunorreatividade celular contra a β-Lg polimerizada pela 
transglutaminase em presença de cisteína não é equivalente à imunorreatividade 
celular contra a β-Lg  nativa em indivíduos sem histórico de hipersensibilidade 




2.2.4 Quanto à incidência de hipersensibilidade mediada por IgE em indivíduos 
adultos  com hipolactasia refratária à dieta de exclusão de lactose. 
 
Para avaliar a incidência da imunorreatividade mediada por IgE contra as 
proteínas do leite de vaca em seres humanos adultos com hipolactasia refratária a 
dieta de exclusão de lactose, .formulamos duas hipóteses contrapostas: 
 
Hipótese 0: Pacientes adultos com hipolactasia refratária à dieta de 
exclusão de lactose têm incidência equivalente de hipersensibilidade mediada 
por IgE contra as proteínas do leite de vaca do que a população tolerante ao leite 
de vaca.  
 
Hipótese 1: Pacientes adultos com hipolactasia refratária à dieta de 
exclusão de lactose têm maior incidência de hipersensibilidade mediada por IgE 










































3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
Seguimos a metodologia recomendada pela Organização Mundial de Saúde 
(WHO) que, associada à Food and Agriculture Organization das Nações Unidas (FAO) 
elaboraram em 2001 uma nomograma voltado especificamente para a normatização 
das abordagens científicas que visam à caracterização da alergenicidade dos novos 
alimentos derivados da biotecnologia, em especial quando os alimentos modificados 
são fontes reconhecidas de alérgenos eliciadores de síndromes clínicas. Um dos 
passos descritos neste nomograma é a investigação in vivo/ex vivo, da alergenicidade 
do alimento modificado em pacientes reconhecidamente alérgicos à fonte alimentar 
original, sugerindo especificamente como metodologia as dosagens de imunoglobulinas 
da classe IgE e os testes cutâneos de sensibilidade imediata (sempre após o aval do 
comitê de ética em pesquisa médica da instituição de investigação científica).212  
Desenhamos assim um estudo caso-controle descritivo transversal para 
comparar de modo pareado através de diferentes técnicas diagnósticas a 
imunorreatividade entre a proteína natural e a proteína polimerizada. Comparamos 
também de forma pareada a acurácia dos diferentes testes empregados. Comparamos 
de maneira não-pareada os resultados dos grupos sintomáticos com os resultados de 
grupos controles assintomáticos. 
 
3.1 Casuística – População de estudo 
A população de referência foi a da região metropolitana de Campinas. A 
população alvo foram pacientes encaminhados ao Hospital de Clínicas da Universidade 
Estadual de Campinas e pacientes atendidos em uma clínica especializada em Alergia 
e Imunologia. (Alergoimuno Procedimentos Médicos Ltda – CREMESP 948466) situada 
em Americana. 






Os participantes consistiam em 56 pacientes adultos (18 do sexo masculino) com 
idade entre 18 a 70 anos (média = 45,4 anos; mediana = 46 anos; desvio padrão = 12,3 
anos; Intervalo de confiança 95% = 42,1 a 48,7 anos) com queixas de sintomas 
recorrentes e/ou persistentes de natureza gastrointestinal e com diagnóstico de 
intolerância à lactose atendidos no ambulatório de gastroclínica e encaminhados ao 
Ambulatório de Imunologia Clínica do Hospital de Clínicas da UNICAMP. Todos os 
pacientes tinham diagnóstico funcional de intolerância à lactose confirmado por prova 
de sobrecarga de lactose monitorada por variação glicêmica e/ou dosagem de H2 
expirado223 (delta H2 médio = 114.3 ppm H2; 95% CI 101.7 to 126.9). 
Realizou-se anamnese e exame físico. Os sintomas referidos foram detalhados 
por sistemas, em especial aparelho digestório, aparelho respiratório e órgãos de 
revestimento (pele e mucosas). Perguntou-se de maneira específica sobre os sintomas 
desencadeados por ingestão de leite de vaca in natura e queijo.  
Como elemento comum a todos os indivíduos deste grupo ressaltava-se a 
refratariedade à dieta de exclusão de lactose.  A orientação dietética de não ingerir 
especificamente o leite de vaca não era suficiente para a remissão dos sintomas 
gastrointestinais (100% dos pacientes), que persistiam mesmo quando o paciente 
permanecia por longos períodos sem consumi-lo. Além disso, alguns pacientes 
associavam claramente os sintomas ao uso de laticínios com teor mínimo de lactose 
(18 pacientes = 32,1%) e, em 26 pacientes (46,4%) existiam sintomas extra-intestinais 
relacionados à ingestão de laticínios. 
 
GRUPO B (controle) 
Como controle para comparação com os resultados do imunoblote do grupo A 
foram selecionados 20 pacientes atendidos em um ambulatório de Alergia e Imunologia 
que relatavam inequívoca tolerância à ingestão do leite de vaca e apresentavam testes 
cutâneos não reagentes para a β-Lg nativa e polimerizada e pesquisa de IgE específica 
contra β-Lg indetectável ao ImmunoCAP. Os participantes consistiam em 20 pacientes 
(6 do sexo masculino) com idade entre 4 a 62 anos (média = 21,9 anos; mediana = 17,5 
anos; desvio padrão = 17,6 anos; intervalo de confiança 95% = 13,6 a 30,1anos). 
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Nenhum deles apresentava sintomas gastrointestinais, sendo acompanhados por 
quadros respiratórios (rinite) ou por quadros cutâneos (dermatite atópica e urticária). 
Neste grupo selecionado realizou-se coleta de sangue para realização de pesquisa de 
IgE específica contra β-Lg através de SDS-PAGE e imunoblote. 
 
GRUPO C 
Os participantes consistiam em 22 crianças (14 do sexo masculino) com idade 
entre 6 e 95 meses (média = 30,6 meses; mediana = 22,5 meses, desvio padrão = 27,1 
meses; intervalo de confiança (95%) = 18,5 a 42,6 meses) com história clínica 
convincente de reação de hipersensibilidade ao leite de vaca. Todos os indivíduos 
apresentavam IgE específica para beta-lactoglobulina ≥ 1.2 kU L-1 quantificada por CAP 
Systems Pharmacia.     
 
GRUPO D (controle) 
Os participantes consistiam em 22 crianças (13 do sexo masculino) com idade 
entre 6 e 93 meses (média = 30,8 meses; mediana = 22,5 meses; desvio padrão = 26,8 
meses; Intervalo de confiança (95%) = 18,9 a 42,7 meses) selecionadas por sua 
inequívoca tolerância à ingestão de leite de vaca e ausência de IgE específica para β-
Lg quando pesquisada por ImmunoCAP. Nenhum deles apresentava sintomas 
gastrointestinais, sendo que, ou eram assintomáticos (5 participantes) ou 
apresentavam-se apenas com sintomas respiratórios superiores leves (rinite). Este 
grupo foi pareado com o grupo C e serviu como controle dos testes cutâneo-alérgicos. 
 
GRUPO E 
O grupo E foi constituído para comparar a imunorreatividade mediada por 
células contra a β-Lg e a TgPolβ-Lg. Escolhemos indivíduos tolerantes ao leite de vaca, 
para que a hipersensibilidade humoral contra a beta-lactoglobulina não fosse um 
interferente nos enfrentamentos celulares. Consistiu de 49 pacientes (19 homens, 
idade média 28,7 anos, desvio padrão 20,6 anos) acompanhados em uma clínica 
especializada em Alergia e Imunologia com diagnóstico de alergia respiratória (rinite e 
asma). Amostras de sangue fresco foram coletadas destes pacientes para realização 
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do Teste de Inibição da Aderência Leucocitária (TIAL). 
 
3.2 Métodos diagnósticos 
3.2.1 Testes diagnósticos in vivo 
 Os testes cutâneo-alérgicos de sensibilidade imediata são procedimentos 
médicos codificados pela tabela da Associação Médica Brasileira sob número 
19.010.11-7 e são rotineiramente utilizados como procedimento diagnóstico nos 
serviços de Alergia e Imunologia. Seu uso no diagnóstico de alergias alimentares 
também está bem estabelecido224, assim como o uso das proteínas isoladas do leite de 
vaca.146, 225 A análise da reatividade se faz por planimetria da pápula palpável 
resultante. Considera-se o tamanho em milímetros do maior diâmetro da pápula 
palpável somado ao diâmetro de sua perpendicular, posteriormente dividido por dois. 
Obtém-se assim o diâmetro papular médio (DPM).226 
O teste cutâneo-alérgico de leitura imediata foi realizado pela técnica de puntura 
(skin prick test) na face volar do antebraço com uma lanceta de acrílico descartável, 
estéril, com uma ponta circular de 1 mm de comprimento sobre uma base romba 
(Punctor®, adquirida da Alko do Brasil Ind. Com. Ltda, São Paulo, SP, Brazil). A lanceta 
foi introduzida através de uma gota de extrato de antígeno em um ângulo de 90° 
perpendicular à pele, retirada após 5 segundos e descartada. Uma reação com DPM ≥ 
3 mm, mensurada 15 minutos após a aplicação do puntor sobre a solução testada e 
após subtração da reação correspondente do controle negativo foi requerida para 
positividade. A reatividade do teste cutâneo foi conferida com o uso de estratos 
comerciais diluídos em solução glicerosalina de leite de vaca 20% peso/volume, alfa-
lactoalbumina bovina 20% peso/volume, caseína bovina 20% peso/volume, leite de 
cabra 20% peso/volume e extrato de proteína de soja 20% peso/volume adquiridos de 
FDA Allergenic, Rio de Janeiro, Brasil. Beta-lactoglobulina (β-Lg) com 95% pureza foi 
fornecida na forma liofilizada por Davisco Foods Inc. (Le Sueur, MN, USA) e diluída a 
20% peso/volume em solução glicerosalina 20% volume/volume. A beta-lactoglobulina 
bovina polimerizada (TgPolβ-Lg) foi preparada por meio da ação enzimática da 
transglutaminase microbiana na presença de cisteína no Departamento de Alimentos e 
Nutrição da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de 
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Campinas. Utilizamos β-Lg nativa na concentração de 0,7 mg/ml por corresponder a 
10.000 PNU/ml mensurado pelo método de Kjeldahl227 (AOAC 991.22)228 e TgPolβ-Lg 
na concentração de 0,9 mg/ml (correspondendo a 10.000 PNU/ml mensurado pelo 
método de Kjeldahl). 
O controle positivo foi realizado com histamina (1 mg/ml), e o controle negativo 
com solução glicerinada diluída em salina isotônica (20% volume/volume). Como 
controle de reatividade os componentes adicionais da beta-lactoglobulina polimerizada 
foram testados individualmente: transglutaminase (TG) 0,02 mg/ml em salina 
glicerinada a 20% e a cisteína 0,038 mg/ml em salina glicerinada a 20%. 
Após a medida do diâmetro da pápula, a mesma foi demarcada com caneta 
dermográfica e a marcação transferida com auxílio de uma fita adesiva transparente 
para uma folha de papel. 
 
3.2.2 Ensaios analíticos in vitro e ex vivo 
 Para o imunoblote e ImmunoCAP, uma amostra de sangue de 8 mL foi 
colhida em tubo de coleta com ativador de coagulação e gel separador. Após 
centrifugação por 20 minutos a 2500 rpm o soro sobrenadante foi armazenado em 
freezer a – 80°C. 
 Para o teste de inibição da aderência leucocitária, colhe-se uma amostra 
de sangue de 8 mL em tubo heparinizado, imediatamente colocado em banho térmico 
a 37°C para sedimentação. 
 
3.2.2.1 Dosagem de IgE específica por ImmunoCAP 
Realizou-se a dosagem de IgE específica contra a beta-lactoglobulina por 
sistema automatizado “CAP Systems Pharmacia” (Uppsala, Suécia) e os resultados 
expressos como kU/mL. Dosagens maiores do que 0,35 kU/mL foram consideradas 




3.2.2.2 Pesquisa de IgE específica por SDS-PAGE e imunoblote 
Para pesquisa de IgE específica em fase sólida contra a beta-lactoglobulina, 
procedeu-se a preparação de gel de gradiente em poliacrilamida e dodecil sulfato de 
sódio (SDS-PAGE) utilizando o sistema BioRad Mini Protean Tetra-cell system 
(BioRad, Hercules, CA, USA) com gel de poliacrilamida em gradiente contínuo (5%T - 
20%C resolving gel).229 Amostras de β-Lg purificada (5 mg/mL) foram preparadas em 
tampão contendo 2% SDS e 5% mercapto-etanol e aquecidos por 10 minutos a 90°C 
para desnaturação e exposição de resíduos para ionização. Uma alíquota de 5 µL, 
equivalente a 25 µg de proteína foi aplicada a cada poço. Para identificação 
aproximada dos pesos moleculares utilizou-se um padrão de proteínas pré-corado de 
10; 17; 26; 34; 43; 55; 72; 96; 130; 170 kDa (PageRuler®, Fermentas, Hanover, MD, 
USA). A corrida eletroforética foi estimulada com 80 Volts até a visualização da coluna 
de proteínas atingir a metade do gel sendo depois estimulada com 120 Volts até as 
proteínas atingirem o fim do gel. Após a corrida eletroforética, as proteínas distribuídas 
no gel de poliacrilamida são transferidas por arraste eletroforético (blot) para uma 
membrana de nitrocelulose com poros de 0,45 µm em sistema de imersão por 15 
minutos a 150 mA. Após a transferência as membranas são imersas em solução de 
gelatina por duas horas para saturar os locais adicionais de ligação protéica da 
nitrocelulose. As membranas de nitrocelulose transferidas com a beta-lactoglobulina 
são seccionadas em seções verticais delimitando cada corrida. Cada secção é 
incubadas overnight com o soro de um paciente (50µL em 3 mL de PBS), a 4 °C em 
agitação pendular de 5 ciclos por minuto. As secções das membranas de nitrocelulose 
são lavadas em tampão de lavagem (Tween a 0,05% em PBS) por três vezes e a 
seguir incubadas com IgG de cabra anti-IgE humano (15µL em 3mL de PBS) em 
agitação pendular, em temperatura ambiente, por duas horas. As secções das 
membranas de nitrocelulose são lavadas em tampão de lavagem por três vezes e a 
seguir incubadas com anticorpo de coelho anti-IgG de cabra, conjugado em sua porção 
Fc com peroxidase do rábano (15µl em 3 mL de PBS), em agitação pendular, em 
temperatura ambiente, por duas horas. As secções das membranas de nitrocelulose 
são lavadas em tampão de lavagem por três vezes e a seguir reveladas em solução de 
diaminobenzidina (DAB) a 0,5% em PBS por quinze minutos, adicionando-se após 
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alternadamente H2O2 (400µL para 6mL de H20) e solução colorimétrica com NiSO4 e 
CoCl2 (0,5g + 0,5g em 50 mL H20) até o aparecimento das bandas, quando a reação é 
interrompida com H20.230 A leitura é realizada por digitalização das imagens através do 
software para análise densitométrica ImageJ (disponibilizado no site 
http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). A digitalização das imagens é realizada em escala 
de cinza. O software de leitura oferece o recurso de inverter a imagem, de modo a 
tornar a leitura proporcional à marcação. A leitura da densidade óptica é realizada 
circunscrevendo-se individualmente cada banda. Para corrigir a interferência da 
tonalização da membrana de nitrocelulose pelo processo de revelação, faz-se para 
cada leitura individual a correção, que consiste em subtrair da leitura da banda, a 
leitura do “background” correspondente, ou seja, uma área com as mesmas 
dimensões, definida pelo usuário nas imediações da banda.231 
Para controle de qualidade do blot do grupo C (controle) alocou-se em uma das 
secções de membrana, no mesmo banho de incubação, o soro de um paciente do 
grupo A sabidamente reativo contra a β-Lg e que demarcou banda após a revelação, 
validando o ensaio analítico. 
Para pesquisa de IgE específica em fase sólida contra as proteínas do leite de 
vaca, empregou-se leite de vaca desnatado (gordura zero da Molico) na concentração 
de 4mg/mL preparado em condições redutoras semelhantes à beta-lactoglobulina 
purificada, porém sem aquecimento. O restante da metodologia foi semelhante. 
 
3.2.2.3 Enfrentamento antigênico ex vivo e Teste da Inibição da Aderência 
Leucocitária 
 
O teste de inibição da aderência do leucócito é um procedimento artesanal 
descrito em 1972 por Halliday para detecção de antígenos tumorais e fatores 
bloqueadores envolvidos na imunidade mediada por células.217 Tem similaridade com o 
correlato teste de inibição da migração do leucócito.216, 232 São testes descritos para a 
detecção de imunorreatividade celular responsiva à presença de antígenos e 
anticorpos específicos. 233, 234 Há relatos na literatura do seu uso na detecção de 
imunorreatividade contra antígenos tumorais,235 e contra alérgenos exógenos, como 
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por exemplo, a poeira doméstica, a candidina, o PPD;219 dermatófitos responsáveis por 
infestações cutâneas crônicas e recorrentes;236 a beta-lactoglobulina bovina58 e o 
glúten237. A não-aderência do leucócito ao vidro induzida pelo enfrentamento com 
antígenos específicos depende basicamente de mecanismos celulares238 nos quais 
estariam envolvidos diversos tipos de células, mas principalmente os linfócitos T.239-242 
Quando ativados pela presença do antígeno específico, os linfócitos liberariam fatores 
solúveis encontráveis no sobrenadante (hipotetizados como: Fator de Inibição da 
Migração do Leucócito e Fator de Inibição da Aderência do Leucócito) que agiriam 
sobre os leucócitos inibindo a migração e conferindo a propriedade de não-aderência 
ao vidro, respectivamente.218 O envolvimento dos linfócitos T foi sugerido pela 
observação de que a presença de anticorpos murinos anti-θ (anti-theta) cancela a 
inibição da aderência,243, 244 e que linfócitos formadores de e-rosetas são essenciais 
para o aparecimento do fenômeno da não aderência ao vidro.239 Como os linfócitos T 
não são capazes de ligar-se diretamente ao antígeno (sendo dependentes da 
apresentação antigênica dentro do contexto TCR-MHC II), fica evidente que outras 
células ou outros componentes estão envolvidos. Plaquetas, em especial, também 
foram implicadas na produção de fatores inibidores da aderência do leucócito ao 
vidro.245 Não se obteve ainda de maneira satisfatória todos os mecanismos celulares e 
as citocinas envolvidas neste processo, porém demonstrou-se que os leucotrienos, e 
em especial o LTC4, são fatores participantes do processo246 modulados pela secreção 
de interferon247 e inibidos por bloqueadores de cálcio como o verapamil, o cetotifeno e 
cromoglicato dissódico.248 
Leucócitos obtidos de amostras de sangue heparinizado obtidos por veno-
puntura do antebraço são separados do sangue fresco por sedimentação a 37°C por 
uma hora. Alíquotas de 100µL de plasma são incubados com 10µL das mesmas 
soluções utilizadas para os testes cutâneos (β-Lg 0,7mg/mL 20%GS e TgPolβ-Lg 
0,9mg/mL 20%GS) por 30 minutos em agitação suave (200 rpm). De maneira 
semelhante, é processada uma alíquota para controle (sem antígeno). Após a 
incubação, o plasma é alocado em uma câmara hemocitométrica não metalizada por 2 
horas em ambiente úmido a 37°C para permitir a ader ência dos leucócitos. Os 
leucócitos são contados, a câmara hemocitométrica é imersa em um béquer com PBS 
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a 37°C, durante esse processo a lamínula é gentilme nte retirada, sendo colocada uma 
nova, os leucócitos são contados novamente nos mesmos campos da contagem pré-
lavagem. A Taxa de Aderência (TA) ou porcentagem de aderência é calculada como a 
contagem de leucócitos após a lavagem dividido pelo número de leucócitos contados 
antes da lavagem e multiplicado por 100%. A Taxa de Inibição da Aderência (TIA) é 
calculada pela proporção entre a taxa de aderência da amostra submetida ao 
enfrentamento antigênico ex vivo e a taxa de aderência da amostra controle, segundo a 
fórmula: TIA = [1 - (TA amostra enfrentada / TA amostra controle)] x 100%.  
 
  
3.3 Análise estatística 
Todas as análises estatísticas e gráficos foram realizadas utilizando o software 
GraphPad Prism (version 5.0; GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Os 
dados foram relatados como médias aritméticas e intervalo de confiança de distribuição 
(IC) de 95%. 
As variâncias das médias das diferenças entre os resultados pareados foram 
analisadas por teste t pareado. Seguindo o desenho de estudo caso-controle 
retrospectivo montamos tabelas de contingência para avaliar entre os grupos o 
desempenho diagnóstico comparativo dos testes empregados. A significância das 
diferenças foi analisada pelo teste exato de Fisher e pelo teste do Chi-quadrado. 

































































4.1 Pacientes adultos do grupo A 
 
4.1.1 Características clínicas do grupo A 
As características clínicas dos participantes deste grupo estão expostas na 
tabela 1 (pg 58) O escore atribuído refere-se à percepção da associação entre a 
ingestão de laticínios e o início dos sintomas e foi assim determinado: 
0: ausência do sintoma;  
1: Presença do sintoma, mas sem relação temporal com a ingestão de laticínios; 
2: Relaciona o aparecimento do sintoma com ingestão de leite de vaca, mas não 
com ingestão de queijo; 
3: Relaciona o aparecimento de sintomas com ingestão de leite de vaca e com 
ingestão de queijo. 
 
4.1.2 Dosagem de IgE específica contra beta-lactoglobulina 
Dos 56 pacientes estudados, 20 (35,7%) apresentaram IgE contra β-Lg > 0,35 
kU/mL mensurado através do ImmunoCAP. Destes 20 pacientes, os resultados 
variaram de 0,4 kU/mL a 15,4 kU/mL, a média foi de 3,5 kU/mL e o IC = 1,5 kU/mL a 
5,5 kU/mL. 
Considerando apenas os 45 pacientes com imunoblote positivo contra a beta-
lactoglobulina, 19 pacientes (42,2%) apresentaram IgE contra β-Lg > 0,35 kU/mL 
através do ImmunoCAP.  
Considerando os 45 pacientes com imunoblote positivo os resultados variaram 
de 0,4 kU/mL a 15,4 kU/mL, a média foi de 2,7 kU/mL; o IC = 1,9 kU/mL a 3,4 kU/mL. 
Considerando apenas os 19 pacientes com imunoblote positivo e IgE específica 
detectável, os resultados variaram de 0,4 kU/mL a 15,4 kU/mL, sendo a média 





































Tabela 1 Características 
clínicas dos 56 pacientes do grupo A. 
 
TGI: Sintomas gastrointestinais; 
URT: Urticária;  
DA: Dermatite atópica; 
RA: Rinite alérgica; 
ENX: Enxaqueca. 
 
O Escore refere-se à percepção 
do paciente da associação entre a 
ingestão de laticínios e o início dos 
sintomas: 
 
0: ausência do sintoma; 
1: Presença do sintoma, mas 
sem relação temporal com a ingestão 
de laticínios; 
2: Relaciona o aparecimento do 
sintoma com ingestão de leite de vaca, 
mas não com ingestão de queijo; 
3: Relaciona o aparecimento de 
sintomas com uso de Leite de vaca e 




4.1.3 Testes cutâneo-alérgicos 
 Os resultados dos testes cutâneos e a dosagem de IgE específica através de 
ImmunoCAP estão registrados nas tabelas 2 e 3 (páginas 60 e 61). 
 
4.1.3.1 Beta-lactoglobulina nativa  
Dos 56 pacientes testados, 31 (55,4%) demonstraram reações cutâneas à β-Lg 
(destes 31, a média dos DPM foi 4,6 mm; (IC = 4,0 mm a 5,0 mm). 
Considerando a totalidade dos 56 pacientes, a média dos DPM foi de 2,5 mm; o 
IC = 1,9 mm a 3,2 mm. Vide figura 2 na página 62. 
Considerando apenas os 45 pacientes com imunoblote positivo contra a beta-
lactoglobulina, 26 pacientes (56,5%) apresentaram reatividade cutânea contra a β-Lg. 
Destes 45 pacientes, a média dos DPM foi de 2,7 mm; o IC = 1,9 mm a 3,4 mm. Vide 
figura 3 na página 62. 
A média dos diâmetros papulares para o controle positivo neste grupo de 45 
pacientes foi de 6,8 mm; 95% o IC = 6,2 mm a 7,3 mm.  
 
4.1.3.2 Beta-lactoglobulina polimerizada por transglutaminase. 
Dos 56 pacientes testados, 24 (42,9%) demonstraram reações cutâneas à 
TgPolβ-Lg. Destes 24 pacientes, a média dos DPM foi de 4,0 mm; IC  = 3,5 mm a 4,5 
mm. 
Considerando a totalidade dos 56 pacientes, a média dos DPM foi de 1,7 mm; o 
IC = 1,1 mm a 2,3 mm. Vide figura 2 na página 62. 
Considerando apenas os 45 pacientes com imunoblote positivo contra a beta-
lactoglobulina, 19 pacientes (41,3%) apresentaram reatividade cutânea contra a β-Lg 
polimerizada por transglutaminase em presença de cisteína.  
Destes 45 pacientes a média dos DPM foi de 1,6 mm; o IC = 1,0 a 2,2 mm. Vide 
figura 3 na página 62. 
A média das diferenças entre a imunorreatividade cutânea contra a contra a β-Lg 




































Tabela 2 Resultados 
dos testes cutâneos e do 
ImmunoCAP nos 56 
pacientes do grupo A. 
 
F77: dosagem de IgE-
específico contra β-
Lactoglobulina (β-Lg) por 
ImmunoCAP; 
 CP: Diâmetro papular 
médio (DPM) para o teste 
cutâneo de leitura imediata 
(TCLI) para o controle 
positivo (histamina 1 
mg/mL); 
βLg: DPM do TCLI 
para β-Lg; 
PβL: DPM do TCLI 
para β-Lg polimerizada pela 
transglutaminase em 
presença de cisteína; 
VAC:  DPM do TCLI 
para extrato de leite de vaca; 
ALF: DPM do TCLI 
para extrato comercial de 
alfa-lactoalbumina; 
CAS:  DPM do TCLI 
para extrato comercial de 
casína bovina; 
SOJ: DPM do TCLI 
para extrato comercial de 
proteínas da soja; 
CAB: DPM do TCLI 
para extrato comercial 
deleite de cabra; 
∆H2: diferença na 
excreção de hidrogênio 



































Tabela 3  Resultados 
dos imunoblots dos 53 
pacientes do grupo A. 
 
s-IgE: dosagem de IgE-
específico contra β-
Lactoglobulina (β-Lg) por 
ImmunoCAP; 
 TCP PC: Diâmetro 
papular médio (DPM) para o 
teste cutâneo de puntura 
(TCP) para o controle positivo 
(histamina 1 mg/mL); 
TCP BLG: DPM do TCP 
para β-Lg; 
TCP PolBLG: DPM do 
TCP para β-Lg polimerizada 
pela transglutaminase em 
presença de cisteína; 
DOC 72 kDa: 
Densidade Óptica média 
Corrigida  para o tetrâmero da 
β-lactoglobulina; 
DOC 36 kDa: 
Densidade Óptica média 
Corrigida  para o dimero da β-
lactoglobulina; 
DOC 18 kDa: 
Densidade Óptica média 




































Figura 2   Média dos diâmetros papulares médios obtidos por teste de puntura dos 
56 participantes do grupo A.  CP: controle positivo (histamina 1mg/mL); BLG: Beta-
Lactoglobulina nativa e TGPol-BLG:  Beta-Lactoglobulina polimerizada por 
transglutaminase em presença de cisteína. 
Figura 3 Média dos diâmetros papulares médios obtidos por teste de puntura 
dos 45 participantes do grupo A com imunoblot reagente para IgE específico contra 
a βeta-Lactoglobulina.  CP: controle positivo (histamina 1mg/mL); BLG: Beta-
Lactoglobulina nativa e TGPol-BLG:  Beta-Lactoglobulina polimerizada por 
transglutaminase em presença de cisteína. 
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4.1.3.3 Comparativo entre as sensibilidades analíticas categóricas 
 
 Tabela de contingência entre ImmunoCAP e SPT com β-Lg no grupo A 
 Submetidos ao teste Positivos 
ImmunoCAP 45 19 
Testes Cutâneos 45 26 
 
As diferenças não foram significantes quando submetidas ao teste do Chi-
quadrado (p = 0,39) e ao teste de Fisher (p = 0,46) 
 
Considerando apenas os 45 pacientes com imunoblote positivo contra a beta-
lactoglobulina, a combinação de resultados positivos para a reatividade cutânea para a 
β-Lg nativa e TgPolβ-Lg foi de 30 pacientes (66,6%). 
Considerando apenas os 45 pacientes com imunoblote positivo contra a beta-
lactoglobulina, a combinação de resultados positivos para a reatividade cutânea para a 
β-Lg nativa e o ImmunoCAP foi de 34 pacientes (75,5%). 
Considerando apenas os 45 pacientes com imunoblote positivo contra a beta-
lactoglobulina, a combinação de resultados positivos para a reatividade cutânea para a 
β-Lg nativa, a reatividade cutânea contra a TgPolβ-Lg e o ImmunoCAP foi de 38 






















Figura 4 Sensibilidade analítica do ImmunoCAP (CAP); do teste de puntura para β-
Lactoglobulina (BLG); da combinação do teste de puntura para β-Lactoglobulina nativa e 
polimerizada por transglutaminase em presença de cisteína (BLG/POL); da combinação 
do ImmunoCAP e do teste de puntura para β-Lactoglobulina nativa (CAP/BLG); da 
combinação do ImmunoCAP, do teste de puntura para β-Lactoglobulina nativa e 
polimerizada por transglutaminase em presença de cisteína (CAP/BLG/POL) para 
detecção de IgE específica contra a β-Lactoglobulina bovina em 45 pacientes com 
imunoblot positivo para IgE específico contra a β-lactoglobulina padronizado como 
referência (BLOT). 
  1  2   3  4      2  3   4      2  3  4 
Figura 5 Gel de poliacrilamida (5% T - 20% C) após corrida eletroforética, corado 
com Coomassie blue 
Coluna 1: Padrão de proteínas pré-coradas de 10 a 170 kDa 
Coluna 2: Preparação de β-Lg nativa em condições redutoras/aquecimento 
Coluna 3: Preparação de β-Lg após exposição à transglutaminase sem cisteína 
Coluna 4: Preparação de β-Lg após exposição à transglutaminase com cisteína 
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4.1.3.4 Controles e antígenos adicionais 
Foram testados 56 pacientes. A média dos DPM dos controles positivos 
(histamina) foi de 6,7 mm (95% IC = 6,3 mm a 7,1 mm). 
Dos 56 pacientes testados, 35 (62,5%) apresentaram reações cutâneas ao 
extrato de leite de vaca (destes 35, a média dos DPM foi de 5,0 mm; IC = 4,6 mm a 5,4 
mm). Dos 56 pacientes testados, 20 (35,7%) apresentaram reações cutâneas à alfa-
lactoalbumina (destes 20, a média dos DPM foi de 3,9 mm; IC = 3,4 mm a 4,4 mm). 
De todos os pacientes testados, 30 (53,6%) apresentaram reações cutâneas à 
caseína (destes 30, a média dos DPM foi de 3,9 mm; IC = 3,5 mm a 4,2 mm). 
Dos 56 pacientes testados, 49 (87,5%) apresentaram reação cutânea a alguma 
das proteínas bovinas. Dos 56 pacientes, 23 (41,1%) apresentaram reação cutânea ao 
extrato de soja (destes 23, a média dos DPM foi de 4,6 mm; IC = 4,1 mm a 5,2 mm). 
Dos 56 pacientes, 26 (46,4%) apresentaram reação cutânea ao extrato de leite 
de cabra (destes 26, a média dos DPM foi de 4,7 mm; IC = = 4,0 mm a 5,3 mm). 
Nenhum paciente reagiu ao controle negativo, nem à solução de 
transglutaminase ou à solução de cisteína (na tabela 2 na página 60). 
 
4.1.4 SDS-PAGE com beta-lactoglobulina 
Os géis de poliacrilamida fixaram bandas nas regiões de 18kDa, 36kDa e 72 
kDa nas colunas eletroforéticas das soluções de β-Lg nativa preparada em condições 
redutoras.  As colunas preparadas com β-Lg polimerizada com transglutaminase após 
tratamento térmico e as colunas preparadas com β-Lg polimerizada pela 
transglutaminase em presença de cisteína demarcaram bandas em menor intensidade, 
apenas na região de 18 kDa, pois o tamanho dos polímeros de massa molecular 
elevada não permite a entrada das moléculas no gel de poliacrilamida nas proporções 
utilizadas (5%T-20%C). Vide figura 5 na página 64.  
Este padrão de corrida corresponde à marcação das bandas dos monômeros de 
β-Lg (18 kDa), dos dímeros de β-Lg (36 kDa) e tetrâmeros de β-Lg (72 kDa) e é 
descrito na literatura quando a β-Lg purificada é submetida a arraste eletroforético em 






Figura 6      Membrana de nitrocelulose eletrotransferida de um gel de gradiente 
preparado com P: padrão 10 a 170 kDa; (1) β-Lg aquecida a 90°C por 10 minutos sem 
mercaptoetanol; (2) β-Lg aquecida a 90°C por 10 minutos com mercaptoetan ol; (3) β-Lg 
não aquecida com mercaptoetanol; (4) β-Lg sem mercaptoetanol não aquecida e (5) 





Figura 7 Imunoblote realizado com soro de cinco pacientes com β-Lg preparada 
em condições redutoras sem aquecimento (coluna 1) e em condições redutoras padrão 









Figura 8 Imunoblote com β-Lg em condições redutoras com 
aquecimento de amostras de soro de cinco pacientes do grupo A. Duas 
amostras foram submetidas simultaneamente à competição em fase líquida 
com BSA 1mg/mL por 30 minutos, antes da incubação com a membrana. 






4.1.5.1 β-Lg em condições redutoras e não redutoras 
Após a transferência das colunas eletroforéticas das proteínas-alvo para a 
membrana de nitrocelulose, as mesmas foram incubadas individualmente com o soro 
dos pacientes e reveladas para pesquisa de IgE específica, mostrando os padrões 
correspondentes às marcações do gel de poliacrilamida corados em coomassie blue.  
A figura 6 (página 66) é a membrana de nitrocelulose eletrotransferida de um gel 
de gradiente preparado com β-Lg aquecida a 90°C por 10 minutos sem mercaptoetan ol 
(coluna 1); β-Lg aquecida a 90°C por 10 minutos com mercaptoetan ol (coluna 2); β-Lg 
não aquecida com mercaptoetanol (coluna 3); β-Lg sem mercaptoetanol não aquecida 
(coluna 4); e BSA 1 mg/mL aquecido com mercaptoetanol (coluna 5) e incubada com o 
soro de um paciente com presença de IgE específica contra a β-Lg (MCMN). 
Para comparar a imunorreatividade à β-Lg preparada em condições redutoras 
padrão (em tampão contendo 2% SDS e 5% mercapto-etanol) com e sem aquecimento 
por 10 minutos a 90°C, realizou-se SDS-PAGE com as duas preparações lado a lado 
em cinco pacientes. O imunoblote demarcou bandas apenas na faixa de 36 kDa na 
preparação sem aquecimento e demonstrou bandas predominantemente na faixa de 72 
kDa nas preparações aquecidas, confirmando a formação de tetrâmeros 
(polimerização) da β-Lg que ocorre naturalmente a temperaturas maiores de 70°C (vide 
figura 7 na páginas 66). 
 
4.1.5.2 Desambiguação com a albumina sérica bovina 
Uma vez determinada a polimerização (tetramerização) da β-Lg em função do 
aquecimento, fez-se necessário a distinção entre a imunorreatividade à β-Lg 
polimerizada (Polβ-Lg) e a imunorreatividade à albumina sérica bovina (BSA), uma 
proteína do soro do leite de vaca de 66,7 kDa, que poderia teoricamente ser um 
contaminante da β-Lg purificada (95% de pureza) fornecida pela Davisco. Em função 
do peso molecular semelhante, a imunorreatividade à BSA poderia ser confundida com 
a imunorreatividade ao tetrâmero da β-Lg. Amostras pareadas de soro de dois 
pacientes reativos à β-Lg polimerizada (JN e MN) foram submetidas ao imunoblote. A 
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uma das amostras de soro realizou-se a competição em fase líquida pela adição de 
BSA 1mg/mL em agitação por 30 minutos antes da incubação com a membrana de 
nitrocelulose. A outra amostra foi tratada da maneira habitual. Não houve diferença 
significativa nos resultados. Vide figura 8 (pg 67). 
 
4.1.5.3 Densidade óptica do Imunoblote com beta-lactoglobulina 
Dos 56 pacientes, conseguimos amostras de soro de 53 pacientes em condições 
de serem submetidas ao imunoblote. Destas 53 amostras, 45 amostras demarcaram 
bandas (80,3%), sendo que os três pacientes nos quais não foi possível fazer o 
imunoblote não apresentaram reações cutâneas à β-Lg. E dos 8 pacientes que não 
demarcaram bandas: um tinha IgE = 1,6 kU/mL e três reagiram no teste cutâneo à β-Lg 
nativa ou polimerizada com a transglutaminase (tabela 3 na página 61 e figura 9 na 
página 70). 
Dos 45 pacientes que marcaram bandas: 11 pacientes (24,4%) apresentaram 
leitura na faixa de 18 kDa; a média da densidade óptica corrigida (DOMC) foi de 1,6 (IC 
= 0,5 a 2,7).  
Dos 45 pacientes que marcaram bandas: 19 pacientes (42,2%) apresentaram 
leitura na faixa de 36 kDa; a média da densidade óptica corrigida (DOMC) foi de 4,0 (IC 
= 2.4 a 5.6). 
Dos 45 pacientes que marcaram bandas: 45 pacientes (100,0%) apresentaram 
leitura na faixa de 72 kDa; a média da densidade óptica corrigida (DOMC) foi de 17,7 
(IC = 14.7 a 20.6). 
As diferenças médias entre as densidades ópticas obtidas com o monômero, o 
dímero e o tetrâmero foram todas significativas entre si ao teste t pareado (p<0,05). 








































Figura 9 Imunoblote com β-Lg em condições redutoras com aquecimento de 






Figura 10 Média das densidades ópticas médias corrigidas obtidas na leitura 
densitométrica nas bandas distribuídas a 72 kDa, 36 kDa e 18 kDa nos pacientes do 
grupo A. 
Figura 11 Imunoblote com β-Lg em condições redutoras com aquecimento de 
amostras de soro de quatro pacientes do grupo B não reativos (JB, MA, BPO, DHS); 
do único paciente do grupo B reativo (NM) e de um paciente do grupo A reativo, usado 
como controle do blot (ER). P = padrão de proteínas pré-coradas de 10 a 170 kDa. 
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4.2 Resultados dos participantes do grupo B  
As características clínicas dos participantes do grupo B estão na tabela 4 
(página 73). Dos 20 pacientes tolerantes ao leite, com IgE específico para β-Lg 
indetectável e testes cutâneos não reagentes para β-Lg e TgPol β-Lg, apenas um (5%) 
apresentou imunoblote positivo para HtPolβ-Lg a 72 kDa, com densidade óptica 
corrigida = 10,5 (figura 11 na página 71). 
 
4.3 Análise caso-controle entre os grupos A e B 
 
Montou-se uma tabela de contingência categórica entre os resultados do 
imunoblote realizados nos grupos A e B: 
 Submetidos ao imunoblote Positivos 
Grupo A 53 45 
Grupo B 20 1 
 
As diferenças foram estatisticamente significantes quando submetidas ao teste 
do Chi-quadrado (P = 0,0002) e ao teste de Fisher (P = 0.0001). 
 
4.4 Resultados dos participantes do grupo C 
As características clínicas e os resultados dos testes cutâneos estão 
demonstrados na tabela 5 (página 75). O nível médio de anticorpos IgE específicos 
contra a β-Lg foi de 10,9 kU L-1 (IC  = 5,4 a 16,4 kU L-1). Não houve nenhuma 
reatividade significativa contra a transglutaminase, cisteína ou controle negativo aos 
testes cutâneos. A média dos DPM para histamina (controle positivo) obtido pelos 
testes cutâneos foi de 7,7 mm (95% CI = 6,5 a 8,9 mm; DP = 2.67 mm; EP = 0,57 mm), 
que apresentou uma distribuição normal no teste de normalidade de D’Agostino & 
Pearson omnibus K2 (alfa = 0.05; K2 = 0.83; P = 0.65). A média dos DPM obtida pelos 
testes cutâneos para a β-Lg foi 4,2 mm (95% CI = 2,5 a 5,9 mm; DP = 3.8 mm; EP = 
0,8 mm), que apresentou uma distribuição normal no teste de normalidade de 




Figura 12 Média dos diâmetros papulares médios obtidos por teste de puntura 
dos 22 participantes do grupo C. CP: controle positivo (histamina 1mg/mL); BLG: Beta-
lactoglobulina nativa (BLG) e TgPol-BLG: Beta-Lactoglobulina polimerizada por 
transglutaminase em presença de cisteína. 
Tabela  4 Características 
clínicas dos  20 pacientes 
tolerantes ao leite de vaca, IgE 
específica para β-lactoglobulina 
indetectável ao ImmunoCAP e com 
testes cutâneos não reagentes às  
β-lactoglobulinas nativa e 
polimerizada com transglutaminase 
(grupo controle B). 
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A média dos DPM para TgPolβ-Lg obtida pelos testes cutâneos foi 2,0 mm (95% CI = 
0.9 a 3.0; DP = 2.4 mm; EP = 0.5 mm), que apresentou uma distribuição normal no 
teste de normalidade de D’Agostino & Pearson omnibus K2 (alfa = 0.05; K2 = 4.14; P = 
0.12). A média das diferenças no DPM observada entre a β-Lg e TgPolβ-Lg no teste 
cutâneo pareado foi 2,27 mm (P = 0,02; 95% = CI 0,38 a 4,16). Estes dados estão 
apresentados na figura 12 (pg 73). 
Montou-se uma tabela de contingência entre os resultados dos testes cutâneos 
com a β-Lg a TgPolβ-Lg realizados no grupo C, distribuindo apenas a positividade ou 
negatividade do teste e o número total de participantes.  
 
Tabela de contingência realizada no grupo C 
 
Testes cutâneos com β-Lg 15 
Testes cutâneos com TgPolβ-Lg 10 
 
As diferenças não foram significantes quando submetidas ao teste do Chi-
quadrado (P = 0,64) e ao teste de Fisher (P = 0,46) 
 
4.5 Resultados dos participantes do grupo D (controle) 
Não houve nenhuma reatividade cutânea contra a β-Lg; TgPolβ-Lg; 
transglutaminase, cisteína ou controle negativo nos pacientes do grupo controle sem 
sintomas gastrointestinais, pareado com o grupo C. A média dos DPM para histamina 
(controle positivo) obtida pelos testes cutâneos foi de 6,3 mm (IC  = 5,4 a 7.1; DP = 1,8 
mm; EP = 0,4 mm), que demonstrou distribuição normal ao teste de normalidade 
D’Agostino & Pearson omnibus K2 (alfa = 0.05; K2 = 1.7; P = 0.4). Os resultados estão 









Tabela  5 Características clínicas e resultados dos controles positivos com 
histamina (CP) dos testes cutâneos em 22 pacientes tolerantes ao leite de vaca com 
IgE específica para β-lactoglobulina indetectável ao ImmunoCAP, com testes 
cutâneos não reagentes às  β-lactoglobulinas nativa e polimerizada com 
transglutaminase (grupo controle D). S-IgE: IgE específico contra a  β-Lactoglobulina 
bovina 
CP: Diâmetro papular médio do teste cutâneo realizado com histamina 
(controle positivo) 
BLG: Diâmetro papular médio do teste cutâneo realizado com β-lactoglobulina  
PolBL: Diâmetro papular médio do teste cutâneo realizado com β-lactoglobulina  
polimerizada com transglutaminase 
QC: Quadro clínico 
URT: Urticária 
SIB: Sibilância  
TGI: Sintomas gastrointestinais 
AD: Dermatite atópica 





4.6 Análise caso-controle entre os grupos C e D 
Montou-se uma tabela de contingência entre os resultados dos testes cutâneos 
com a β-Lg a TgPolβ-Lg realizados nos grupos C e D, distribuindo apenas a 
positividade ou negatividade do teste e o número total de participantes.  
 
Tabela de contingência dos testes cutâneos com β-Lg 
 Submetidos ao teste Positivos 
Grupo C 22 15 
Grupo D 22 00 
 
As diferenças foram significantes quando submetidas ao teste do Chi-quadrado 
(P = 0,0004) e ao teste de Fisher (P = 0,0005). 
 
Tabela de contingência dos testes cutâneos com TgPolβ-Lg 
 Submetidos ao teste Positivos 
Grupo C 22 10 
Grupo D 22 00 
 
 As diferenças foram significantes quando submetidas ao teste do Chi-
quadrado (P = 0,0034) e ao teste de Fisher (P = 0,0037). 
 
4.7 Imunorreatividade mediada por células avaliada pelo teste de Inibição da 
Aderência do Leucócito 
 
No grupo E, a média da taxa de inibição da aderência leucocitária (TIA) após os 
enfrentamentos antigênicos ex vivo provocados com a β-Lg foi de 39% (DP = 36,8% e 
IC = 29,0% a 50,2%). A média da taxa de inibição da aderência leucocitária (TIA) após 
os enfrentamentos antigênicos ex vivo provocados com a TgPolβ-Lg foi de 47,7% (DP 
= 38,4% e IC = 36,6% a 58,7%). A média das diferenças entre os grupos, avaliada por 
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teste T pareado não foi significativa (P = 0,07). A correlação entre os enfrentamentos 
com β-Lg e TgPolβ-Lg foi significante (Spearman r = 0,65; IC = 0,44 a 0,79 e p < 
0,0001). Vide tabela 7 na página 79 e figura 13 na página 80. 
 
4.8 SDS-PAGE e Imunoblote com leite desnatado 
 
O gel preparado com o leite de vaca desnatado sem aquecimento demonstrou o 
padrão habitual de proteínas, com marcação da beta-lactoglobulina na faixa de 36,8 
kDa (dímeros) e na faixa de 18,4 kDa (monômeros), além de marcação na faixa das 
caseínas (19 a 25 kDa), da alfa-lactoalbumina (14,2 kDa) e do BSA (66,5 kDa). Não 
houve marcação na altura do tetrâmero da beta-lactoglobulina. Vide figura 14 na 
página 82. 
Dentre os 46 pacientes do grupo A submetidos ao imunoblote com o leite de 
vaca desnatado, a porcentagem de pacientes com IgE-específico detectável para a 
alfa-lactoalbumina, a beta-lactoglobulina, a caseínas e a albumina sérica bovina foi de 
respectivamente 21,7%; 63%; 67,3% e 2,1% (vide tabela 8 na página 81 e figura 15 na 
















































Tabela 6 Características clínicas e resultados dos controles positivos com 
histamina (CP) dos testes cutâneos em 22 pacientes tolerantes ao leite de vaca com 
IgE específica para β-lactoglobulina indetectável ao ImmunoCAP, com testes 
cutâneos não reagentes às  β-lactoglobulinas nativa e polimerizada com 



































Tabela 7 Resultados 
por pacientes dos testes de 
inibição da aderência do 
leucócito enfrentados com 
beta-lactoglobulina nativa 
(BLG) e beta-lactoglobulina 
polimerizada (BLG-Pol). 
TA = Taxa de Aderência 
TIA = Taxa de Inibição de 
Aderência 





































ANTES DA LAVAGEM APÓS A LAVAGEM 
Figura 13 Teste de inibição da aderência leucocitária em dois pacientes do grupo 
E antes e após a lavagem da câmara em PBS. O paciente A demonstrou taxa de 
inibição da aderência (LAI) = 100%. O paciente B demonstrou taxa de inibição da 
aderência  54%. A lâmina C é o controle (sem antígeno) com taxa de aderência = 100%.  
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Tabela 8. Características clínicas e resultados analíticos dos pacientes do grupo A 
submetidos ao imunoblote realizado com leite de vaca desnatado.  
SPT: skin prick test (mm); PC: controle positivo (histamina); CM: leite de vaca 
desnatado; CAS: caseína; BLOT 22 kDa: densidade óptica ajustada da banda marcada no 
imunoblote entre 19 e 25 kDa (caseínas αS1, αS2, β and κ); BLG: beta-lactoglobulina; BLOT 
36 kDA: densidade óptica ajustada da banda marcada no imunoblote em 36 kDa (dímeros 
da beta-lactoglobulina); BLOT 18 kDA: densidade óptica ajustada da banda marcada no 
imunoblote em 18 kDa (monômeros da beta-lactoglobulina); ALA: alfa-lactoalbumina; BLOT 
14 kDA: Densidade óptica ajustada da banda marcada no imunoblote em 14 kDa (alfa-
lactoalbumina); SOY: extrato de proteínas de soja; GOAT: leite de cabra desnatado; Delta 
H2: maior diferença de excreção de hidrogênio (ppm) após provocação com lactose; AR: 
rinite alérgica; AD: dermatite atópica; AST: asma; URT: urticária; CD: diarréia provocada 



































































Figura 14 Gel de 
poliacrilamida após 
eletroforese com leite de vaca 
desnatado (SDS-PAGE com 
mercaptoetanol não aquecido), 
corado com coomassie blue. 
BSA: Albumina sérica bovina; 
BLG: beta-lactoglobulina; ALA: 
alfa-lactalbumina. P = Padrão 
de proteínas pré-coradas de 10 
a 170 kDa.  
 
Figura 15 Imagem de membranas 
de nitrocelulose (0,45 µm) após 
transferência de gel de SDS-PAGE com 
leite desnatado e incubação com soro de 
três pacientes (GRC, MCSS e STMC), 
anticorpo primário IgG caprino anti-IgE-
humano, anticorpo secundário de coelho 
anti-IgG caprino conjugado com 
peroxidase do rábano, seguido de 
revelação com DAB. Os imunoblotes 
mostram três diferentes padrões de 
sensibilização: sensibilização somente 
para caseínas (19 a 25 kDa); 
sensibilização somente para o dímero da 
beta-lactoglobulina (36kDa) e 
sensibilização a ambas proteínas. P = 
padrão de proteínas pré-coradas de 10 a 































A principal estratégia clínica para a condução de pacientes com alergia ao leite 
de vaca é a confecção do diagnóstico das proteínas ofensoras (proteínas do soro, das 
caseínas do queijo, ou ambas) para a prescrição de uma dieta de exclusão 
adequada.164,252-253 
Apesar disso, as estratégias de exclusão também podem contribuir para a perda 
de tolerância.254 Alguns protocolos de indução de tolerância oral utilizando leite de vaca 
integral já têm sido descritos.162-163 Entretanto, o uso do extrato natural de um alérgeno 
pode desencadear reações clínicas, limitando o progresso da dessensibilização.165 
Alérgenos modificados (alergóides) têm sido utilizados em protocolos de 
dessensibilização para minimizar as reações produzidas pelos alérgenos naturais.167 
Proteínas imuno-equivalentes, porém menos alergênicas, podem também ser obtidas, 
por exemplo, utilizando tecnologia de recombinação gênica, mas este é um método 
caro e trabalhoso.168 Abordagens mais acessíveis, incluindo cozimento extensivo têm 
sido utilizados para a indução de tolerância ao leite, na assunção de que a destruição 
dos epítopos conformacionais podem gerar uma proteína mais segura para a 
administração.169 Entretanto, este tipo de desnaturação física pode induzir modificações 
de difícil controle no alérgeno, tornando a caracterização do alérgeno resultante uma 
tarefa quase impossível, e na destruição dos epítopos lineares necessários para a 
indução da tolerância.170-172 A estratégia racional para a realização de uma indução de 
tolerância idealmente inclui o uso de uma proteína imunogênica (possuindo o maioria 
dos epítopos lineares de linfócitos T), mas pouco alergênica (menos capaz de induzir 
reações clínicas).157 A alergenicidade de um antígeno modificado pode ser avaliada em 
provas de enfrentamento in vivo (cutâneas ou orais)146-147 ou provas de enfrentamento 
ex vivo, como a prova de degranulação de basófilos.61 A avaliação da extensão da 
imunorreatividade celular eliciada pelo antígeno responsável pelo “priming” da resposta 
subseqüente (imunogênica ou tolerogênica) pode ser realizada antes do tratamento 
através de ensaios de proliferação de linfócitos T214 ou após o tratamento pela pesquisa 
de marcadores de imunotolerância de culturas de PBMCs ou pesquisa de iTreg que 
expresse IL-10 e TGF-β.215 Como um modelo para este estudo, empregamos a 
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polimerização enzimática, um processo utilizado para a produção de alimentos 
industrializados. O uso da biotecnologia para modificar as propriedades físicas dos 
laticínios é prática corrente e pode resultar na criação de produtos menos alergênicos, 
ou novos alérgenos mais ou menos problemáticos.255 
Neste trabalho vivemos duas situações clínicas bem diferentes. A primeira 
situação clínica foi a do especialista em gastroenterologia, que é procurado por 
pacientes com sintomas gastrointestinais, e que se especializa em identificar doenças 
funcionais como a intolerância à lactose. A segunda situação clínica foi a do 
especialista em pediatria, que está habituado com o diagnóstico de alergia ao leite de 
vaca e que atende uma população que geralmente só apresenta intolerância à lactose 
de maneira secundária a distúrbios gastrointestinais pré-estabelecidos. 
Em adultos, a reação adversa mais comum ao leite de vaca é a intolerância à 
lactose devido à deficiência de lactase. A lactose é um dissacarídio (galactose β-1,4 
glicose) que não é absorvido pelo epitélio intestinal, e por isso deve ser hidrolisado em 
galactose e glicose pela lactase/phlorizin hidrolase das vilosidades do intestino delgado 
humano, para ser absorvida.111 A habilidade de produzir a lactase é geneticamente 
perdida pela maioria dos seres humanos após a infância (hipolactasia de início 
tardio).107-109 Os sintomas da deficiência de lactose incluem dor abdominal, distensão 
abdominal, flatulência e diarréia aquosa e são diretamente dependentes da dose de 
lactose ingerida com os alimentos.113 Estes sintomas também podem ser provocados 
pela hipersensibilidade gastrointestinal imediata às proteínas do leite.de vaca, uma 
condição de hipersensibilidade imune mediada por IgE.76 Uma vez que a hipolactasia 
adquirida de início tardio é uma condição altamente prevalente, é razoável deduzir que 
os pacientes adultos com hipersensibilidade IgE-mediada ao leite de vaca têm grande 
chance de apresentar como comorbidade a intolerância à lactose. 
Os pacientes adultos encaminhados pelo setor de gastroenterologia do hospital 
de referência não eram pacientes representantes da população geral. Todos eles já 
haviam previamente procurado diversos outros serviços médicos e, não encontrando 
uma solução satisfatória para seus problemas, acabaram por ser referenciados para o 
setor terciário de atendimento. Eram pacientes triados e que como denominador comum 
ressaltavam a refratariedade ao tratamento com a dieta de exclusão da lactose. Foram 
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nestes pacientes que realizamos a investigação mais detalhada com testes cutâneo-
alérgicos, dosagem de IgE específica contra a β-Lg e o imunoblote. Os resultados 
foram de certo modo surpreendentes. De um total de 56 pacientes estudados, apenas 4 
pacientes (7,1%) não mostraram nenhuma evidência de sensibilização imunológica. 
Pediatras estão acostumados a fazer o diagnóstico de hipersensibilidade de natureza 
imunológica ao leite de vaca em lactentes, mas este diagnóstico em tantos pacientes 
adultos é inusitado. É claro que o diagnóstico de hipersensibilidade não corresponde 
necessariamente a um diagnóstico de doença alérgica. Mas a linha de distinção entre 
estas duas condições nem sempre é clara e depende do julgamento e da experiência 
do médico assistente, muitas vezes auxiliado por testes como a dieta de exclusão e a 
prova de provocação oral. Como a doença alérgica é um processo dinâmico e cursa 
com fases de surtos e remissões, mesmo estas provas nem sempre são definitivas. 
Como nossa proposta inicial era estudar a imunorreatividade comparativa e não 
estabelecer o diagnóstico clínico de doença alérgica, não incluímos as provas de 
provocação oral com as proteínas isoladas no projeto do experimento. Por outro lado o 
estabelecimento do grupo controle assintomático deixou evidentes as diferenças na 
sensibilização de natureza imunológica, uma vez que dos 20 sujeitos do grupo controle, 
apenas 1 (5%) apresentou evidência de anticorpos IgE específicos contra a  β-Lg no 
imunoblote, sendo que os testes cutâneos e a pesquisa por ImmunoCAP foram todos 
não reagentes. Esta observação nos ajuda a estabelecer uma ligação entre as 
características clínicas e a sensibilização imunológica. 
Dentre as proteínas imunorreativas encontradas no leite de vaca, a β-Lg é 
proeminente, em função de sua alta concentração (3 – 4 g/L) e baixa digestibilidade.186 
Uma vez que a β-Lg não é um componente natural do leite humano,178 e geralmente é 
absorvida de forma inalterada,191 é compreensível a existência de altas taxas de 
sensibilização a esta proteína.147 
A β-Lg ocorre naturalmente em dímeros em pH > 3.264 O aquecimento a 70 °C 
induz uma polimerização adicional, formando tetrâmeros.265 A  β-Lg purificada 
geralmente apresenta monômeros, dímeros e tetrâmeros quando analisada em SDS-
PAGE.210 A polimerização de proteínas com a transglutaminase utilizada na indústria 
alimentícia é uma técnica utilizada para diminuir a sinérese e aumentar a viscosidade e 
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a consistência dos queijos de coalho e iogurtes.266 Já se demonstrou que o tratamento 
com a TG reduz a alergenicidade do trigo.267 Uma vez que existem também evidências 
que a polimerização pela transglutaminase reduz a alergenicidade da β-Lg211 e da 
ovalbumina213 em camundongos, a aplicação de técnicas de polimerização poderia 
potencialmente reduzir a alergenicidade de alimentos processados assim como ser útil 
na produção de “alergóides” para a dessensibilização imune ou indução de 
imunotolerância.187  Uma possível explicação esta redução na alergenicidade seria o 
mascaramento dos epítopos devido à ligação cruzada entre as proteínas.  A 
polimerização seria também capaz de criar novos epítopos que resultariam no 
desenvolvimento de sensibilidades não relacionadas com a proteína original. 
O objetivo principal deste trabalho foi o de comparar a imunorreatividade (in vivo, 
in vitro e ex vivo) da β-Lg polimerizada com a da β-Lg nativa ou natural. Estudamos 
este paradigma em duas condições. A primeira foi o emprego da β-Lg polimerizada pela 
transglutaminase em presença de cisteína (TgPolβ-Lg). A TgPolβ-Lg foi utilizada nos 
testes cutâneo-alérgicos realizados de maneira pareada com a β-Lg nativa e nos testes 
de enfrentamento ex vivo monitorados pelo teste de inibição da aderência do leucócito. 
Como a polimerização pela transglutaminase resulta em polímeros de massa molecular 
elevada que não penetram nos géis de SDS-PAGE, para a confecção dos imunoblotes 
a β-Lg foi polimerizada através do aquecimento, que gera tetrâmeros, considerados 
polímeros para fins analíticos.210 A literatura que expõem os experimentos realizados 
com imunoblotes de β-Lg não é padronizada neste ponto. Alguns aquecem a β-Lg (ou 
leite total)256 para o SDS-PAGE e outros não,257  resultando em padrões diferentes de 
distribuição de massas moleculares. Outros autores já chegaram a interpretar o 
tetrâmero de β-Lg como se fosse BSA em colunas eletroblotadas com β-Lg purificada 
após ser submetida a aquecimento. Um dos trabalhos chegou a atribuir a pouca 
detecção do monômero da β-Lg à “desnaturação” provocada pelos 10 minutos de 
fervura. Na verdade a β-Lg não se desnatura com a fervura, mas polimeriza-se, 
marcando assim bandas na altura de 73 kDa que pode ser confundido com a BSA, mas 
os autores não consideraram este fenômeno na discussão do artigo.256 Justamente por 
isso, um dos cuidados que tivemos ao realizar o imunoblote foi a desambiguação do 
tetrâmero da β-Lg (73 kDa) com a albumina sérica bovina (BSA - 67 kDa). 
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Os testes cutâneos prestaram-se para avaliar a imunorreatividade in vivo contra 
um neo-antígeno resultante da produção industrial de laticínios, e os imunoblotes 
serviram para a detecção de anticorpos IgE específicos contra uma proteína alimentar 
encontrada em monômeros em pH ácido, em dímeros em pH fisiológico e em 
tetrâmeros após aquecimento. Os imunoblotes serviram tanto para o diagnóstico da 
sensibilização do indivíduo, quanto para avaliação de sensibilidade analítica da 
metodologia empregada (SDS-PAGE com e sem tetrâmeros de β-Lg). 
Os resultados dos testes cutâneos apresentados neste estudo identificaram 
redução significativa na alergenicidade da TgPolβ-Lg em relação à β-Lg. A 
polimerização altera a distribuição espacial dos epítopos, o que pode explicar a 
diminuição da reatividade cutânea à proteína. Entretanto, apesar da reatividade cutânea 
média da TgPolβ-Lg ser menor que a da β-Lg, quatro pacientes não demonstraram 
reação cutânea à β-Lg e apresentaram reatividade cutânea à TgPolβ-Lg. Este achado 
sugere que a polimerização pode ser deletéria para alguns pacientes. A polimerização 
também aumentou a detecção analítica do IgE específico para a β-Lg pelo SDS-PAGE. 
Antes de ser submetida à eletroforese a β-Lg foi aquecida por 10 minutos a 96°C. O 
aquecimento estimula a polimerização da β-Lg e resulta na detecção de bandas a 73 
kDa (tetrâmeros).210 Uma vez que os monômeros são proteínas muito pequenas, eles 
podem ser perdidos durante o processo do blot devido à difusão através dos poros da 
membrana de nitrocelulose. Observamos isto algumas vezes quando colocamos duas 
membranas no conjunto da eletrotransferência e observamos que a segunda 
membrana também foi marcada pelas proteínas de baixa massa molecular (ou seja, 
atravessaram a primeira membrana). Sendo que a polimerização aumenta a massa 
molecular da proteína, há maior retenção na membrana durante a eletrotransferência e 
melhor demarcação pelos anticorpos específicos. Este efeito foi demonstrado pelo 
significante aumento na densidade óptica corrigida das bandas de 73 kDa em relação 
às bandas de 36 e 18 kDa.  
Observamos então que a polimerização resultou em diminuição da 
imunorreatividade cutânea e aumento da imunorreatividade analítica. Apesar de serem 
resultados aparentemente contraditórios, na verdade são conclusões independentes e 
complementares. A imunorreatividade cutânea depende essencialmente da 
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aproximação espacial de anticorpos da classe IgE ligados por sua fração Fc aos 
receptores de alta afinidade presente nos mastócitos cutâneos (FcεRI). Isto significa 
que para estimular a degranulação do mastócito, faz-se necessário que duas ou mais 
moléculas de IgE ligadas ao mastócito liguem-se simultaneamente a uma mesma 
molécula de β-Lg. A ligação simultânea estimula a aproximação das porções 
intracitoplasmáticas dos receptores de alta afinidade permitindo a cascata de 
fosforilação de proteínas específicas que geram o sinal para a degranulação.258 Esta 
particularidade faz com que as alterações geométrico-espaciais do alérgeno original 
(como as induzidas pela polimerização covalente) interfiram no processo de ligação 
cruzada, possivelmente por dificultar a aproximação dos receptores de alta afinidade e 
a subseqüente degranulação dos mastócitos.259 
A polimerização por aquecimento, por outro lado, realizada durante o preparo da 
solução de β-Lg para a corrida eletroforética, produz tetrâmeros210 que se ligam aos 
anticorpos IgE específicos e facilitam a visibilidade da banda no imunoblote em relação 
à visibilidade do monômero e do dímero, aumentando assim a sensibilidade analítica do 
método. 
Justamente por não destruir os epítopos e por diminuir a imunorreatividade ao 
nível das células efetoras (mastócitos e basófilos) a β-Lg polimerizada converte-se em 
uma molécula promissora para compor um protocolo de dessensibilização clínica de 
pacientes hipersensíveis à β-Lg natural. Mais estudos seriam necessários, para 
determinar qual o grau de polimerização seria ideal (tetrâmeros ou a polimerização 
enzimática) no sentido de conservar os epítopos e diminuir a imunorreatividade clínica 
da molécula. 
Uma das considerações desta pesquisa que consideramos relevante é a 
desmistificação dos exames complementares. Muitos alergistas e mesmo a literatura de 
revisão cultivam o conceito de que o teste cutâneo não reagente para o alimento 
suspeito (ou a pesquisa de IgE específica negativa) afastaria por definitivo o diagnóstico 
de hipersensibilidade de natureza alérgica,260, mas quando reunimos todos os dados 
clínicos e laboratoriais, concluímos que nenhum exame complementar foi definitivo para 
descartar o diagnóstico de sensibilização. Falsos negativos aconteceram com todos os 
testes, inclusive com o imunoblote, que tem sensibilidade de picogramas. Há que se 
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valorizar a clínica e a anamnese bem feita. Para fazer uma estimativa da sensibilidade 
analítica do ImmunoCAP e dos testes cutâneos (tomando o imunoblote como 
referência) analisamos a acurácia destes dois testes apenas nos pacientes com 
imunoblote positivo. Neste grupo de 45 pacientes a sensibilidade analítica do 
ImmunoCAP foi de 42,2%. A sensibilidade analítica do teste cutâneo de puntura 
realizado com a β-Lg nativa foi de 56,5%. A sensibilidade analítica combinada do 
ImmunoCAP e do teste cutâneo de puntura realizado com a β-Lg nativa foi de 77,5%. 
Quando combinamos a estes dois testes os resultados do teste cutâneo de puntura 
realizado com a β-Lg polimerizada, a sensibilidade analítica combinada aumenta para 
84,4%. O ImmunoCAP demonstrou então uma taxa de falsos negativos de 57,8%. Os 
testes cutâneos demonstraram uma taxa de falsos negativos de 42,3%. Quando os 
testes são associados a taxa de falso-negativos cai para 24,5%. Estes dados 
demonstram que os dois testes analíticos são ferramentas complementares para o 
diagnóstico de sensibilização e que o resultado negativo em um ensaio não indica 
necessariamente ausência de sensibilização. 
A eletroforese de gradiente do leite de vaca apresenta quatro alérgenos 
principais. As caseínas (Bos d 8) constitui-se em uma família de fosfoproteínas 
hidrofóbicas relacionadas (αS1, αS2, β e κ) com um grande número de peptídeos de 
prolina (19 - 25 kDa). A α-lactoalbumina (Bos d 4) é uma proteína do soro com 14,2 
kDa. A albumina sérica bovina (Bos d 6) é um componente sérico de 66,6 kDa 
secretado no leite. A β-lactoglobulina (Bos d 5) é uma proteína do soro de 18,4 kDa 
encontrada em dímeros (36,8 kDa) em pH neutro e como monômeros em pH menor do 
que 3.123 Uma vez que realizamos a eletroforese em tampão de corrida com pH 8,3, 
observamos uma maior proporção de dímeros da  β-lactoglobulina do que de 
monômeros.  
O diagnóstico de sensibilização às proteínas do leite de vaca mediada por IgE é 
útil na prescrição de medidas dietéticas, principalmente quando definimos as proteínas 
envolvidas. O leite de vaca tem duas fases. As caseínas compõem a fase sólida 
(queijo). A fase líquida (soro) retêm a lactose e dezenas de proteínas como a β-
lactoglobulina, a α-lactoalbumina, a albumina sérica bovina, as imunoglobulinas e 
outras. Laticínios industrializados provêm uma fonte adicional de sensibilização devido 
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à modificação da proteínas nativas.133, 173 Ao estabelecer diretrizes dietéticas para um 
paciente com hipersensibilidade ao leite de vaca é essencial conhecer todos os 
componentes aos quais ele é sensibilizado. Ao realizar um diagnóstico de “intolerância 
à lactose” baseado somente em estatísticas, assume-se o risco de negligenciar o 
diagnóstico de comorbidades importantes como as alergias às caseínas e às proteínas 
do soro. A dieta de exclusão é diferente para cada condição. De fato, não é raro 
encontrar na prática clínica pacientes com alergia às proteínas do leite de vaca fazendo 
uso de fórmulas isentas de lactose, na ilusão de que não são nocivas. O nível de 
lactose é reduzido no queijo pela extração do soro e pela fermentação bacteriana.262 
Um paciente com intolerância à lactose ou alergia às proteínas do soro do leite será 
capaz de ingerir queijo maturado livre de lactose, se não co-existir alergia às caseínas. 
Um paciente com alergia à caseína deve evitar todos os derivados do leite e às vezes 
até a ingestão de soja, uma vez que a fração S30 da proteína da soja pode apresentar 
reações cruzadas com as caseínas do leite.263 Este fato explica a freqüência 
significantemente aumentada de reatividade cutânea à soja entre os pacientes com 
reatividade cutânea à caseína. Algumas vezes, uma simples anamnese é suficiente 
para distinguir entre estas duas condições, mas testes cutâneos e imunoensaios 
geralmente são necessários e muito úteis para confirmar a suspeita de sensibilização 
primária ou co-existente. Todos os pacientes do grupo intolerante que apresentaram 
sintomas após a ingestão de queijo maturado mostraram sensibilidade mediada por IgE 
verificada por imunoblote ou testes cutâneos. A co-existência de sensibilização ao leite 
em pacientes com intolerância à lactose não é uma indicação per se de alergia ao leite 
de vaca, mas alguns pacientes com intolerância à lactose que não respondem bem à 
dieta de exclusão de lactose podem ser alérgicos às proteínas do leite de vaca, 
principalmente pacientes com manifestações extra-intestinais. Para confirmar é 
necessária uma prova de provocação com uma fórmula de leite de vaca isenta de 
lactose. Concluímos que a sensibilização mediada por IgE às proteínas do leite de vaca 
é uma comorbidade freqüente entre indivíduos com intolerância à lactose refratários à 
dieta livre de lactose. A investigação de sensibilização imune às proteínas do leite de 




A inibição da habilidade dos leucócitos de aderir ao vidro após um enfrentamento 
ex vivo depende principalmente de mecanismos celulares que resultam na interação de 
linfócitos T, B e macrófagos.239-242 Quando ativados na presença do antígeno 
específico, células formadoras de rosetas de eritrócitos de carneiro (linfócitos T) liberam 
fatores solúveis sobrenadantes que interferem no fenômeno da aderência ao vidro que 
é observado no plasma controle não enfrentado.218 O envolvimento dos linfócitos T 
também foi sugerido pelo fato que anticorpos murinos anti-theta também abolem a 
inibição da aderência.243-244 Leucotrienos, e em especial LTC4 são fatores participantes 
e modulados por interferon.246-247Como a geração de cisteinil leucotrienos pelas células 
dendríticas é um passo demonstrado no reconhecimento de alérgenos dectin-2 
dependentes, o teste de inibição da aderência leucocitária pode estar avaliando esta via 
indiretamente.268 A avaliação da imunorreatividade celular poderia sugerir a capacidade 
de um alergóide de induzir imunotolerância, e isto ainda é um objeto de estudo. O 
mecanismo de desenvolvimento de tolerância induzida inicia-se com as células 
dendríticas tolerogênicas que programam as células T imaturas (“prime naive T cells”) a 
se tornarem células Treg secretoras de IL-10 e TGF-β.269-270 As células dendríticas 
coletam macromoléculas das camadas mucosas através de fagocitose trans-epitelial.271 
As células dendríticas orais (células orais de Langerhans, oLC) expressam 
constitutivamente altos níveis do receptor de alta afinidade para a fração Fc do IgE 
(FcεRI) ocupada por moléculas de IgE que parecem ser essenciais para a coleta dos 
antígenos.272 Esta coleta realizada em condições livres de inflamação atenua a 
maturação da célula dendrítica, aumenta a sua capacidade migratória e sua capacidade 
de produzir citocinas tolerogênicas como a IL-10 e o TGF-β.273 O aumento na massa 
molecular induzido pela polimerização enzimática poderia teoricamente estimular a 
fagocitose oral e interferir com a absorção da β-Lg pelos receptores de lipocalina.191 
Assim, a habilidade do IgE específico contra a proteína nativa de ligar-se ao alergóide é 
essencial e deve ser avaliada antes que uma estratégia de indução de tolerância seja 
aplicada em ensaios clínicos. A transglutaminase pode ser também utilizada para criar 
ligações covalentes entre diferentes proteínas. Demonstrou-se que a fusão 
recombinante de proteínas alergênicas e proteínas bacterianas imunogênicas estimula 
a atividade das células dendríticas.274 Esta habilidade da transglutaminase de unir 
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covalentemente as proteínas pode, teoricamente, ser utilizada para aumentar a 
atividade tolerogênica do alergóide pela adição de coadjuvantes bacterianos 
selecionados. Este é um tópico que também necessita de estudos específicos. 
Nossos resultados suportam o conceito que a polimerização enzimática é uma 
ferramenta que diminui a alergenicidade in vivo da β-Lg. A polimerização também não 
diminuiu a imunorreatividade humoral in vitro, nem a imunorreatividade celular ex vivo 
da β-Lg. Portanto, a polimerização pela transglutaminase representa uma técnica 
promissora para produzir moléculas adequadas para o desenvolvimento de estratégias 

























































6.1 Quanto à influência da polimerização pela transglutaminase (em presença de 
cisteína) na imunorreatividade IgE-mediada IN VIVO contra a β-Lg em seres 
humanos com hipersensibilidade ao leite de vaca.  
 
Tanto no grupo de participantes adultos, quanto no grupo de crianças, o teste t 
pareado demonstrou que as diferenças entre a imunorreatividade desencadeada pelos 
testes cutâneos contra a β-Lg  e contra a TgPolβ-Lg foram significativas (p < 0,05). 
Portanto, rejeitamos a hipótese nula e ficamos com a hipótese alternativa: 
 
Hipótese 1: A imunorreatividade humoral IN VIVO contra a β-Lg 
polimerizada pela TG (em presença de cisteina) não é equivalente à 
imunorreatividade humoral  IN VIVO contra a β-Lg nativa em crianças e adultos 
com hipersensibilidade ao leite de vaca. 
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6.2 Quanto à influência da polimerização pelo aquecimento na imunorreatividade 
IgE-mediada IN VITRO contra a β-Lg.  
 
O teste t pareado demonstrou nos participantes adultos que as diferenças entre 
as imunorreatividades mensuradas pela densidade óptica média corrigida nas bandas 
observadas a 72 kDa (tetrâmero), 36 kDa (dímero) e 18 kDa (monômero) foram todas 
significativas entre si (p < 0,05). 




Hipótese 1: A imunorreatividade humoral IN VITRO contra a β-Lg 
polimerizada pelo aquecimento não é equivalente à imunorreatividade humoral  
IN VITRO contra a β-Lg nativa em crianças e adultos com hipersensibilidade ao 
leite de vaca. 
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6.3 Quanto à influência da polimerização pela transglutaminase (em presença de 
cisteína) na imunorreatividade celular EX VIVO contra a β-Lg.. 
 
 No grupo de participantes avaliados comparativamente quanto à 
imunorreatividade mediada por células (independente do status humoral mediado por 
IgE) contra a β-Lg e TgPolβ-Lg conforme enfrentamento antigênico ex vivo monitorado 
pelo teste de inibição da aderência leucocitária, não houve diferença significativa entre 
os grupos, ocorrendo também uma correlação significante entre os testes pareados. 




Hipótese 0: A imunorreatividade celular contra a β-Lg polimerizada pela 
transglutaminase em presença de cisteína é equivalente à imunorreatividade 
celular contra a β-Lg  nativa em indivíduos sem histórico de hipersensibilidade 




6.4 Quanto à incidência de hipersensibilidade mediada por IgE em indivíduos 
adultos com hipolactasia refratária à dieta de exclusão de lactose. 
 
No grupo de participantes adultos sintomáticos, dos 56 pacientes, apenas 4 não 
reagiram a nenhum teste de detecção de IgE específico (7,1%). Se considerarmos a 
reatividade a qualquer teste como critério diagnóstico de sensibilidade mediada por 
IgE, então a incidência de sensibilização mediada por IgE à β-Lg na população 
amostral de indivíduos com hipolactasia refratária à dieta de exclusão de lactose é de 
92,9%. 
No grupo controle de 20 participantes adultos assintomáticos, houve evidência 
de sensibilização em apenas um indivíduo, ou seja a incidência de sensibilização 
mediada por IgE à β-Lg na população amostral de indivíduos assintomáticos foi de 5%. 
A diferença entre os resultados do imunoblote entre os dois grupos foi significativa no 
teste do Chi-quadrado e no teste de Fisher (p < 0,05) 
Em decorrência da significativa diferença observada em nossa casuística, 












Hipótese 1: Pacientes adultos com hipolactasia refratária à dieta de 
exclusão de lactose têm maior incidência de hipersensibilidade mediada por IgE 




























7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 Apesar de ser um diagnóstico freqüentemente realizado na prática clínica, a 
alergia é uma doença de difícil caracterização, em especial, as alergias alimentares. 
 O que se costuma chamar de “padrão ouro” para o diagnóstico da alergia 
alimentar é a prova de provocação oral, que na realidade é uma prova de 
hipersensibilidade cujo resultado não põe em evidência mecanismos imunes em 
particular. 
 Por outro lado, as evidências de sensibilização não confirmam necessariamente 
uma ligação entre os sintomas e os mecanismos imunes demonstrados, assim como a 
inexistência dessas evidências também não descarta a presença do mecanismo imune. 
 As ferramentas clínicas de que dispõem os médicos para a detecção destes 
mecanismos imunes, apesar de serem muito específicos, são pouco sensíveis. Em 
nossa casuística a dosagem de IgE por ImmunoCAP abaixo dos limites de detecção, 
ou o teste cutâneo-alérgico não reagente, não descartaram a possibilidade de 
sensibilização mediada por IgE, que foi mostrada pelo imunoblote. 
A polimerização pela transglutaminase utilizada em queijos e iogurtes pode 
alterar a alergenicidade destas proteínas, e mesmo diminuí-la em pacientes com 
alergia às proteínas do leite de vaca. As proteínas derivadas da polimerização 
industrial de laticínios podem apresentar epítopos próprios e desenvolver quadros de 
imunorreatividade distintos da imunorreatividade às proteínas naturais, que até o 
momento foram insuficientemente estudados.  
A polimerização pela transglutaminase, uma vez que diminui a alergenicidade e 
não altera significantemente a imunorreatividade mediada por células é um modelo 
estratégico promissor para o planejamento de protocolos terapêuticos de 
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9.2 Carta de aprovação do comitê de ética em pesquisa 
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